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Verwendete Abkürzungen
AMP Adenosinmonophosphat
APRF acute-phase response factor
APS Ammoniumperoxodisulfat
AR Androgen Rezeptor
As Aminosäure
ASF/SF-2 alternative splicing factor/splicing factor-2
CB Cajal bodies
CBP CREB binding protein
CFP cyan fluorescent protein
CNTF ciliary neurotrophic factor
CREB cyclic-AMP response element binding protein
CT-1 Cardiotrophin-1
d Tag
DMSO Dimethylsulfoxid
DNS Desoxyribonukleinsäure
DTT Dithiotreitol
DYRK1A dual specificity Yak1 related kinase 1A
EBV Epstein-Barr Virus
ECL enhanced chemiluminescence
EDTA Ethylendiamintetraacetat
EGF epidermal growth factor
EMSA Electrophoretic mobility shift assay
EPO Erythropoietin
ERK extracellular-signal-regulated kinase
FITC Fluorescein-Isothiocyanat
FKS Fötales Kälberserum
FRAP FKBP12/Rapamycin-assoziiertes Protein
G-CSF granulocyte-colony-stimulating-factor
GEM Gemini of Cajal bodies
GFP green fluorescent protein
GM-CSF granulocyte/macrophage-colony-stimulating-factor
GH growth hormone
Gp130 Glykoprotein 130
GR Glukokortikoid Rezeptor
GTF Generelle Transkriptionsfaktoren
h Stunde
HAT Histon-Acetyl-Transferase
HDAC Histon-Deacetylase
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HIPK2 homeodomain interacting protein kinase 2
HIV human immunodeficiency virus
HMT Histon-Methyl-Transferase
HRP horseradish peroxidase
IFN Interferon
IL Interleukin
JAK Janus Kinase
JNK c-Jun N-terminal kinase
LIF leukaemia inhibitory factor
min Minute
MAPK mitogen-activated protein kinase
MEKK MAPK/ERK kinase kinase
MOPS 3-(N-Morpholino)propansulfonsäure
mRNS messenger RNS
mTOR mammalian target of rapamycin
NK Natürliche Killerzellen
OD Optische Dichte
Oct octamer binding transcription factor
OPT Oct1, PTF Transkriptionsdomäne
OSM Oncostatin M
PcG polycomb group proteins
PCR polymerase chain reaction
PKB/Akt Protein Kinase B/Akt
PKCδ Protein Kinase C δ
PML promyelocytic leukemia
PMSF Phenylmethylsulfonyl-fluorid
PNC perinucleolar compartment
PSE proximal sequence element
PTB poly-pyrimidine-tract-binding
PTF PSE-binding transcription factor
PVDF Polyvinyliden-difluorid
R Rezeptor
RIPA-Lysispuffer radioimmune precipitation assay-Lysispuffer
RNS Ribonukleinsäure
RS-Proteine Arginin/Serin-reiche Proteine
RT Raumtemperatur
s Sekunde
SFC splicing factor compartment
SH2-Domäne Src-homologe-2 Domäne
SIE sis-induzierbares Element
snRNP small nuclear ribonucleoproteins
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snoRNA small nucleolar RNA
SDS sodium-dodecylsulfate
SOCS3 suppressor of cytokine signaling 3
STAT signal transducer and activator of transcription
SUMO1 small ubiquitin-related modifier 1
SWI/SNF switch/sucrose non-fermenting
TAE Tris-Acetat/EDTA
TBE Tris-Borat/EDTA
TBS-N Tris buffered saline/Nonidet P-40
TEMED N, N, N‘, N‘-Tetramethylethylendiamin
TF Transkriptionsfaktor
TH T-Helferzellen
TPO Thrombopoietin
Tris Trishydroxymethylaminomethan
TRITC Tetramethylrhodamin-Isothiocyanat
UV-Licht Ultraviolettes Licht
WB Western Blot
YFP yellow fluorescent protein
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1 Einleitung
1.1. Die Familie der STAT-Transkriptionsfaktoren
Die signal transducer and activator of transcription (STAT) Proteine bilden eine Familie von
Transkriptionsfaktoren, die für die Signaltransduktion von Zytokinen, Hormonen und
Wachstumsfaktoren von zentraler Bedeutung sind. Bis heute konnten sieben verschiedene
Gene in Säugetierzellen identifiziert werden, die STAT-Faktoren kodieren (STAT 1, 2, 3, 4,
5a, 5b und 6). Die Sequenzen der entschlüsselten humanen und murinen Genome deuten
darauf hin, dass keine weiteren STAT Gene existieren [1].
STAT Ligand Phänotyp STAT-defizienter Mäuse
STAT1 IFN-α/β, γ, EGF • Defekte IFN-abhängige Immunantwort
• Erhöhte Empfindlichkeit gegenüber bakterieller bzw.
viraler Infektion
STAT2 IFN-α/β • Defekte IFN-Typ 1-abhängige Immunantwort
STAT3 IL-2, IL-6, IL-7, IL-9, IL-10,
IL-11, IL-15, IL-21, IL-27 [2],
IL-31, EGF, OSM, CNTF,
CT-1, Leptin, G-CSF, TPO,
LIF, GH
• Lethal noch vor Beginn der Gastrulation
STAT4 IL-12 • Beeinträchtigte Differenzierung von TH1-Zellen
aufgrund fehlender Sensitivität für IL-12
STAT5A IL-2, IL-3, IL-5, IL-7, IL-9, IL-
15, G-CSF, GM-CSF, EPO,
TPO, GH, Prolactin
• Beeinträchtigte Brustdrüsenentwicklung aufgrund
fehlender Antwort auf Prolactin; gestörte Lactogenese
STAT5B s. STAT5A • Beeinträchtigtes Wachstum aufgrund fehlender
Antwort auf GH
• Vermindertes Zellwachstum nach IL-2- Stimulation
• Defekte NK-Zellentwicklung
STAT6 IL-4, IL-13 • Beeinträchtigte Differenzierung von TH2-Zellen
aufgrund fehlender Antwort auf IL-4
Tabelle 1: STAT Familie. Die aufgeführten Liganden induzieren die Aktivierung der entsprechenden STATs.
Der Phänotyp beschreibt das Erscheinungsbild STAT-defizienter Mäuse (modifiziert nach [1, 3]).
Die STAT-Aktivierung erfolgt nach Bindung extrazellulärer Faktoren an ihre spezifischen
Rezeptoren. Die Rezeptorkomplexe rekrutieren STATs und aktivieren sie durch
Phosphorylierung eines Tyrosinrestes. Aktivierte STATs dissoziieren vom Rezeptor,
dimerisieren, translozieren in den Zellkern und binden an enhancer-Elemente ihrer Zielgene.
Neben der Tyrosinphosphorylierung sind weitere posttranslationale Modifikationen einzelner
STATs berichtet worden. So wird bei fast allen STATs zusätzlich ein Serinrest
phosphoryliert, der für die optimale Induktion der Zielgene wichtig ist (STAT 1, 3, 4, 5A, 5B)
[4]. Außerdem kann STAT1 an Arginin 31 methyliert werden [5]. STAT6 kann in
Abwesenheit von CBP acetyliert werden [6].
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Alternatives Spleißen von STAT-prä-mRNS und posttranslationale proteoloytische Prozesse
führen zur Expression von elf verschiedenen STAT Isoformen (STAT 1α, 1β, 2, 3α, 3β, 3γ,
3δ, 4, 5a, 5b, 6) [3]. Studien in Mäusen, bei denen einzelne STAT-Faktoren selektiv
ausgeschaltet wurden, geben Aufschluß über deren Funktion in diversen biologischen
Prozessen wie Zellwachstum und –differenzierung, Proliferation, Apoptose, embryonaler
Entwicklung, Entzündung und Immunantworten (Tab. 1). Überdies haben STAT 1, 3, und 5
onkogenes Potential [7]. 
1.2. Eigenschaften von STAT3
1.2.1. Allgemeine Aspekte
Der Transkriptionsfaktor STAT3 wurde ursprünglich als Mediator der Interleukin-6 (IL-6)
abhängigen Induktion der Akutphase-Protein-Synthese in Hepatozyten entdeckt und ist
zunächst als acute-phase-response factor (APRF) bezeichnet worden [8].
STAT3 defiziente Gewebe / Zellen Phänotyp
T Lymphozyten • Beeinträchtigte Prävention der T-Zell Apoptose
• Gestörte IL-2Rα Expression
Granulozyten • Erhöhte Proliferation aufgrund gestörten negativem
Feedback
Monozyten / Neutrophile • Erhöhte TH1 Differenzierung und Aktivität
• Verstärkte Entzündungsantworten bei Makrophagen
• Ausbildung einer chronischen Colitis
Keratinozyten (Haut) • Gestörte Wundheilung durch beeinträchtigte
Migrationsfähigkeit der Keratinocyten
• Gestörter Haarzyklus
Lunge • Gestörte Lungenhomöostase während Hyperoxie, erhöhte
Entzündungsantwort [9]
Fibroblasten • IL-6 mediierte IFN-γ-ähnliche Antwort durch verlängerte
Aktivität von STAT1 [10]
Pankreas β-Zellen / Hypothalamus • Erhöhtes Körpergewicht durch erhöhte Insulin-, Leptin- u.
Glucosewerte im Blutplasma [11]
Leber • Gestörte Akutphase Reaktion
Nervengewebe • Beeinträchtigte Lebensdauer von Neuronen
Thymus Epithel • Hypersensitivität gegenüber Stress
• Altersbedingte Hypoplasie
Brustdrüsenepithel • Gestörte Involution aufgrund defekter Apoptose epithelialer
Zellen
Tabelle 2: Rolle von STAT3 in verschiedenen Geweben (modifiziert nach [1, 12]
Die IL-6 induzierte Akutphase Antwort führt über den STAT3-Signalweg zur Synthese und
Sekretion von Akutphase Proteinen (APP) durch Hepatozyten. APP spielen eine wichtige
Rolle in der Regulation proteolytischer Prozesse, wie der Blutgerinnung und der Fibrinolyse,
der Aktivierung des Komplementsystems und dienen als Transportproteine im Blut.
Einleitung
6
Im Rahmen maligner Zelltransformation konnte konstitutiv aktiviertes STAT3 in Tumoren,
wie z.B. dem Multiplen Myelom, einer Reihe von Leukämien, Brustkrebs, dem Nierenzell
Karzinom, Lungenkrebs und dem Prostata Karzinom, nachgewiesen werden. Als STAT-
aktivierende Onkoproteine bzw. Tumorviren sind Src-Kinasen, EBV und das Herpesvirus
identifiziert worden [7, 13]. Darüber hinaus gibt es Hinweise einer dysfunktionalen STAT3-
Signaltransduktion in der Pathogenese von Osteoporose, Rheumatoider Arthritis sowie bei
Multipler Sklerose [14].
Von allen STAT Defizienzen wiegt der STAT3 knock-out durch seine lethale Wirkung am
schwersten (Tab. 1). STAT3 defiziente murine Embryonen sterben etwa 6,5 – 7,5 Tage post
coitum und damit noch vor Beginn der Gastrulation. Mit Hilfe des Cre-Lox Systems wurde
STAT3 in einzelnen Geweben ausgeschaltet. In Tabelle 2 sind die gewebespezifischen
Funktionen von STAT3 zusammengefaßt.
1.2.2. Strukturelle und funktionelle Aspekte
STAT3α besteht aus 770 Aminosäuren (As) und ist in sieben Domänen unterteilt (Abb. 1).
Die Struktur von aktiviertem STAT3 (As 130-715), gebunden an DNS, wurde mittels
Röntgenstruktur-Analyse aufgeklärt [15]. Von zentraler Bedeutung sind das Tyrosin 705 und
das Serin 727. Die Phosphorylierung des Tyrosins 705 ermöglicht die Interaktion mit der
SH2-Domäne eines anderen STAT3 Moleküls und fördert damit die Dimerisierung. Die
Phosphorylierung des Serinrestes 727 moduliert die Aktivität der Transaktivierungsdomäne
von STAT3.
Die N-terminale Domäne (As 1-130) ist funktionell wenig charakterisiert. Man geht jedoch
davon aus, dass sie eine Rolle bei der Stabilisierung des STAT Dimers spielt und überdies
eine Tetramerisierung vermittelt. Auf diese Weise wird die kooperative DNS Bindung eines
STAT-Dimer-Tandems ermöglicht [16]. Der coiled-coil Domäne (As 130-320), die aus einem
Bündel von vier α-Helices besteht, werden wichtige Funktionen bei der Rezeptorrekrutierung
[17] sowie der nucleären Translokation [18] von STAT3 zugeschrieben. Die β-barrel
Domäne (As 320-465) und der N-terminale Bereich der connector Domäne (As 465-585) sind
für die DNS Bindung von STAT3 verantwortlich. Nach einer funktionellen Nomenklatur wird
deshalb häufig der Bereich von As 400 bis 500 als DNS Bindungsdomäne bezeichnet [15].
Die SH2-Domäne (As 585-688) ermöglicht die Rezeptorrekrutierung sowie die Dimerisierung
tyrosinphosphorylierter STATs. Die C-terminale Transaktivierungsdomäne (TAD, As 722-
770) hat eine wichtige Funktion bei der Induktion von Zielgenen.
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Das natürlich vorkommende STAT3β ist eine Spleißvariante von STAT3α, die C-terminal um
55 AS verkürzt ist und sieben zusätzliche As aufweist (Abb. 1A). Folglich besitzt STAT3β
keine Transaktivierungsdomäne. Von STAT3β ist bekannt, dass es dominant-negativ wirkt,
indem es das transaktivierende Potential von STAT3α inhibiert [19].
Abb. 1: STAT3α, STAT3β und STAT3-YFP Domänenstruktur. Die Domänen sind benannt nach Becker et
al. [15]. Die Bezeichnungen der Domänen richten sich nach ihrer Struktur (Beschriftung der Domänen) oder
nach ihrer Funktion (Beschriftung über der Domänenstruktur). A: Natürlich vorkommende Isoformen STAT3α
und die Spleißvariante STAT3β. B: STAT3α C-terminal fusioniert mit dem yellow fluorescent protein (YFP). 
Neben STAT3α und STAT3β sind die Isoformen STAT3γ und STAT3δ beschrieben worden.
STAT3γ (72 kDa) ist durch proteolytische Spaltung C-terminal verkürzt und kann an den
Rezeptor gebunden, aber nicht mehr tyrosinphosphoryliert werden. STAT3δ   (64 kDa) ist
ebenfalls C-terminal verkürzt. Die Funktionen dieser Isoformen sind nicht bekannt [20, 21].
1.2.3. Aktivierung und nucleäre Translokation von STAT3
STAT3 ist essentieller Mediator der Familie der IL-6 Typ Zytokine [14]. Dazu gehören IL-6,
IL-11, OSM, LIF, CNTF, CT-1, CLC, Neuropoietin [22] und IL-27 [2]. Das
Transmembranprotein gp130 ist die von allen Zytokinen dieser Familie genutzte
signalisierende Rezeptoruntereinheit. Es fehlt wie bei allen Zytokinrezeptoren eine
intrinsische Kinaseaktivität. Die Aktivierung von IL-6 Typ Zytokinrezeptoren mit einem der
IL-6 Typ Zytokine führt zur Aktivierung der Rezeptor-assoziierten Janus Kinasen (JAKs), die
wiederum Tyrosinreste im cytoplasmatisch gelegenen Teil des Rezeptors phosphorylieren.
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Abb. 2: Aktivierung und nucleäre Translokation von STAT3 am Beispiel des IL-6 Signalwegs
(vereinfachte Darstellung). Nach der Aktivierung von STAT3 am Rezeptor dimerisiert STAT3 und transloziert
in den Zellkern. Abkürzungen: gp130 – Glykoprotein 130; JAK – Janus Kinase; P – Phosphatgruppe; Y –
Tyrosinrest.
Diese Phosphotyrosine dienen als Bindungsstellen für STAT3, das über seine SH2-Domäne
an den Rezeptor bindet. Das so rekrutierte STAT3 wird an Tyrosin 705 phosphoryliert,
dissoziiert vom Rezeptor und bildet durch intermolekulare Phosphotyrosin-SH2-Domänen
Interaktion Dimere aus. Die STAT-Dimere translozieren in den Zellkern, wo sie an enhancer
Elemente binden und die Expression von Zielgenen steuern [23]. STAT3 induziert auch die
Expression seines eigenen feedback Inhibitors SOCS3, der für die STAT3 Signaltermination
sorgt [14]. Im Ganzen umfaßt die STAT3 Aktivierung, Translokation und Signaltermination
eine Zeitspanne von etwa einer Stunde. In Abbildung 2 ist die Aktivierung und nucleäre
Translokation von STAT3 am Beispiel der IL-6 Signaltransduktion zusammengefaßt.
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1.3. Architektur des Zellkerns
1.3.1. Nucleäre Kompartimente
Der Zellkern beherbergt verschiedene Substrukturen, die für Funktionen wie Transkription,
das Spleißen von prä-mRNS sowie Ribosomen-Assembly verantwortlich sind. 
A
I
R
v
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c
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z
D
c
(
(
Architektur des ZellkernsA B chromosomale9
bb. 3: Architektur des Zellkerns. A: Synopse beschriebener subnucleärer Kompartimente im
nterphasenkern. Strukturen, die funktionell in Verbindung gebracht werden, korrespondieren farblich (grün: m-
NA Prozessierung, rot und orange – Regulation der Transkription, nach [24]). B: Nucleäre Kompartimente
isualisiert durch Fluoreszenz Mikroskopie [25].
harakteristischerweise sind sie nicht von Membranen umgeben, wie es gewöhnlich für
ytoplasmatische Organelle der Fall ist. Diese Substrukturen werden mittlerweile aufgrund
hrer räumlichen Organisation als subnucleäre Kompartimente bezeichnet. Unter der
ezeichnung subnucleärer Kompartimente sind nucleäre Domänen und nuclear bodies
usammengefaßt [26].
ie am besten untersuchten subnucleären Kompartimente sind der Nucleolus, das in
hromosomalen Territorien organisierte Chromatin und die splicing-factor compartments
SFCs). Darüber hinaus gibt es Befunde zu Cajal bodies (CB) und promyelocytic leukemia
PML) bodies sowie eine ständig ansteigende Anzahl von nucleären Domänen und nuclear
Chromosomales Territorium
Nucleolus
PNC
SFC
Cajal bodies
GEM
cleavage body
OPT Domäne
PML body
Territorien
Nucleolus
SFC
PML                     CB
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bodies, deren Funktionen größtenteils ungeklärt sind. Hierzu zählen die OPT Domäne, PcG
bodies, GEMs, PNC und cleavage bodies (Abb. 3, Tab. 3).
Subnucleäres
Kompartiment
Synonyme residente Proteine Funktion
Nucleolous • keine • beherbergt mehr als
400 Proteine [27]
• Ribosomen-
Assembly
• Bildung von prä-
tRNS
SFC • Splicing factor
compartment 
• Speckles
• RS-Proteine: z.B.
SC-35, ASF/SF-2
• beherhergt
Spleißfaktoren, die
zum Spleißen von
prä-mRNS in das
SFC rekrutiert
werden
Cajal bodies • nucleolar accessory
proteins
• coiled bodies
• spleißosomale
snRNPs: z.B.: U3, U7,
U8, U14 snoRNAs
• Transkriptionsfaktoren:
TFIIF, TFIIH;
• weitere Faktoren:
Nopp140, Protein B23;
p80-coilin u.a.
• snRNP Biogenese;
snRNP und snoRNP
trafficking
GEMs • Gemini of Cajal
bodies (abhängig
von der Zelllinie
auftauchend)
• nicht näher bekannt • Reifung und
assembly der
snRNPs
PML bodies • promyelocytic
leukemia bodies
• nuclear domain 10
(ND10)
• Kremer (Kr) bodies
• PML oncogenic
domains (PODs)
• PML Protein
• Sp100
• SUMO1
• CBP
• Transkriptionelle
Regulation /
Repression
OPT domain • Oct1/PTF/
transcription
• beinhaltet
Transkriptionsfaktoren
• Transkriptionelle
Regulation
Cleavage bodies • keine • unbekannt • unbekannt
PNC • perinucleolar
compartment
• RNS bindende
Moleküle
einschließlich PTB
• unbekannt
Tab. 3: Zusammenfassung bisher beschriebener subnucleärer Kompartimente. (modifiziert nach [24])
Die meisten der benannten subnucleären Kompartimente schließen einander räumlich aus.
PML bodies etwa sind nie kolokalisiert mit Cajal bodies nachgewiesen worden (Abb. 3B).
Andererseits sind funktionell einander nahestehende nucleäre Kompartimente häufig auch
räumlich vergesellschaftet. Beispielsweise sind Cajal bodies und die sogenannten cleavage
bodies, beide involviert in die Prozessierung von prä-mRNS, partiell kolokalisiert. In
Abbildung 3A ist die räumliche Beziehung ausgewählter subnucleärer Kompartimente eines
Interphasenzellkerns dargestellt. In Tabelle 3 sind die bisher beschriebenen Kompartimente,
deren Synonyme, residente Proteine und mögliche Funktion zusammengefaßt.
Einleitung
1.3.2. Lokalisierung von Transkriptionsfaktoren
Transkriptionsfaktoren steuern die Transkription von Genen. Man kann grundsätzlich
generelle Transkriptionsfaktoren (GTFs) und Promotor-spezifische Transkriptionsfaktoren
unterscheiden. Zusätzlich greifen Kofaktoren wie Histon-Acetyl-Transferasen (HATs),
Histon-Deacetylasen (HDACs) und Histon-Methyl-Transferasen (HMTs) in die Transkription
ein.
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bb. 4: A: Glukortikoid Rezeptor (GR) und Androgen Rezeptor (AR) treten nach Aktivierung in nuclear bodies
uf (GR: [28], AR: [29]). B: Histon-Acetyl-Transferase CBP und RNS-Polymerase II (POL.II) sind kolokalisiert
nd markieren Orte erhöhter Transkription [30]. C: Fluorescence recovery des Fusionsproteins GFP-GR im
RAP-Experiment [31].
ie RNS-Polymerase II und generelle Transkriptionsfaktoren (z.B. TFIIF, TFIIH und
WI/SNF) sind in punktuierter Struktur über das gesamte Nucleoplasma verteilt [32, 33].
ine sehr ähnliche Verteilung zeigen transkriptionelle Kofaktoren wie HATs und HDACs, die
emeinsam mit SWI/SNF zentrale Funktionen beim chromatin remodeling einnehmen.
ähere Studien zeigten, dass die RNS-Polymerase II und CBP, das eine intrinsische HAT-
ktivität besitzt, in subnucleären Kompartimenten kolokalisiert sind und offenbar bei der
nitiation der Transkription kooperieren (Abb. 4B, [30]).
ie Promotor-spezifischen Transkriptionsfaktoren Glukokortikoid Rezeptor und Androgen
ezeptor treten in aktiviertem Zustand in subnucleären Kompartimenten auf (Abb. 4A). Der
ndrogen Rezeptor ist dabei kolokalisiert mit transkriptionellen Kofaktoren (HATs und
DACs) [34]. Insgesamt resultiert hieraus die gängige Vorstellung, dass die für das
hromatin remodeling und die Transkriptionsinitiation benötigten Faktoren in subnucleären
ompartimenten zusammentreten und dort als transkriptionelle Maschinerie wirken.
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Mittels FRAP-Analysen (FRAP = fluorescence recovery after photobleaching) konnte
erstmalig am GR gezeigt werden, dass aktive Transkriptionsfaktoren trotz ihrer Einbindung in
den Transkriptionsapparat eine recht hohe Mobilität aufweisen [35, 36]. Dabei wurde das
GFP des Fusionsproteins GFP-GR in festgelegten Bereichen irreversibel geblichen und die
Rückkehr der Fluoreszenz (Fluorescence Recovery) gemessen. GFP-GR zeigte ein fast
vollständiges Recovery nach etwa 20 sec (Abb. 4C, [31]). Das demnach postulierte hit and
run-Modell stellt einen Austausch von aktiven Transkriptionsfaktoren an ihren spezifischen
Promotoren vor [37].
Neueste Studien berücksichtigen den Zellzyklus bei der Untersuchung subnucleärer
Kompartimente. Offenbar nimmt der Zellzyklus bzw. die Struktur des Chromatins Einfluß auf
die Bildung subnucleärer Kompartimente [38]. Die Bedeutung des Zellzyklus für die
Formation von Promotor-spezifischen Transkriptionsfaktoren in subnucleären
Kompartimenten ist bisher nicht untersucht worden.
1.4. Ziel der Arbeit
Die Bemühungen um ein Verständnis der Rolle von STAT3 in der Pathogenese verschiedener
Krankheiten sind vorangeschritten. Weiterhin konnte die gewebespezifische Bedeutung von
STAT3 durch verschiedene Mausmodelle aufgeklärt werden. Mittlerweile rücken neueste
Untersuchungen STAT3 in den Mittelpunkt therapeutischer Intervention bei einer Reihe von
Krebserkrankungen.
Der Jak/STAT Signalweg ist von der Plasmamembran bis zum Nucleus ausführlich untersucht
worden und daher gut verstanden. Völlig unklar hingegen sind die Verteilung und Mobilität
von aktiviertem STAT3 im Zellkern. Bisher konnte gezeigt werden, dass aktiviertes STAT3
in den Nucleus transloziert, an DNS bindet und Zielgene induziert.
Diese Arbeit hatte das Ziel, die nucleäre Verteilung von aktiviertem STAT3 mittels
konfokaler Laser-Scanning Mikroskopie im Rahmen der Architektur des Zellkerns
aufzuklären. Dabei waren folgende Fragen von zentralem Interesse:
1. Wie ist aktiviertes STAT3 im Vergleich zu bekannten subnucleären Kompartimenten
lokalisiert?
2. Welche Mobilität besitzt aktiviertes STAT3 im Zellkern?
Zur Beantwortung dieser Fragen wurden Kolokalisierungsstudien mittels indirekter
Immunfluoreszenz durchgeführt. Außerdem erforderte die Studie der Dynamik von
aktiviertem STAT3 den Einsatz des Fusionsproteins STAT3-YFP, das freundlicherweise von
Ulrike Sommer zur Verfügung gestellt wurde. Auf diese Weise konnten Mobilitätsstudien
Einleitung
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mittels FRAP- und FLIP- (FLIP = fluorescence loss in photobleaching) Experimenten in
lebenden Zellen durchgeführt werden.
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2 Materialien und Methoden
2.1. Verbrauchsmaterial
2.1.1. Chemikalien und Enzyme
Die verwendeten Chemikalien wurden in pro analysis Qualität eingesetzt. Alle wäßrigen
Lösungen wurden mit doppelt destilliertem Wasser hergestellt. Soweit nicht anders
angegeben, wurden Enzyme der Firmen Boehringer und AGS verwendet.
2.1.2. Zytokine und Rezeptoren
Rekombinantes humanes IL-6 (hIL-6) wurde präpariert wie beschrieben [39]. Die spezifische
Aktivität betrug 2x106 BSF2 (B-cell stimulatory factor-2) U/mg Protein.
Murines OSM wurde bezogen von R&D Systems (Wiesbaden-Norderstadt, Deutschland). Die
spezifische Aktivität betrug 2-9 ng/ml.
Humanes IL-5 wurde bezogen von PeproTech (London, UK). Die spezifische Aktivität betrug
6x106 U/mg Protein.
Humanes LIF wurde bezogen von Chemicon International (Temecula, USA). Die spezifische
Aktivität betrug > 1x108 U/mg Protein.
Löslicher humaner IL-6 Rezeptor (sIL-6R) wurde präpariert wie beschrieben [40].
2.1.3. Antikörper
Antikörper gerichtet gegen Eigenschaft
hergestellt
in
bezogen von Verwendung
α-BrdU Brom-Deoxy-Uridin monoklonal Maus
Roche Molecular
Biochemicals, USA
IF
α-CBP C-Terminus vonCBP p265 polyklonal Kaninchen
St. Cruz
Biotechnology, St.
Cruz, USA (C-20)
IF
α-GFP green fluorescentprotein monoklonal Maus
Ruckland,
Gilbertsville, USA
WB
α-acetyl-Histon
H3
Acetyliertes Histon
H3
polyklonal Kaninchen
Upstate
Biotechnology,
Lake Placid, USA
(#06-599)
IF
α-acetyl-Histon
H4
Acetyliertes Histon
H4
polyklonal Kaninchen
Upstate
Biotechnology,
Lake Placid, USA
(#06-866)
IF
Lamin A/C Lamin A/C monoklonal Maus
St. Cruz
Biotechnology, St.
Cruz, USA (636)
IF
α−RNS-Pol. II p-Serin2 von Pol. II monoklonal Maus
Covance/BabCO,
Richmond, USA
(MMS-129R)
IF
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Antikörper gerichtet gegen Eigenschaft
hergestellt
in
bezogen von Verwendung
α-SC-35 Spleißfaktor SC-35 monoklonal Maus
Sigma-Aldrich,
Taufkirchen,
Deutschland
(S4045)
IF
α-STAT3 C-Terminus vonSTAT3 polyklonal Kaninchen
St. Cruz
Biotechnology, St.
Cruz, USA (C-20)
WB, IF
α-STAT3 Interne Domänevon STAT3 polyklonal Kaninchen
St. Cruz
Biotechnology, St.
Cruz, USA (K-15)
WB
α-STAT1 C-Terminus vonSTAT1 polyklonal Kaninchen
St. Cruz
Biotechnology, St.
Cruz, USA (E-23)
WB
α-pY-STAT1 p-Tyrosin-Motivvon STAT1 polyklonal Kaninchen
Cell Siganling,
Beverly, USA
(#9171)
WB
α-STAT5b C-Terminus vonSTAT5b polyklonal Kaninchen
St. Cruz
Biotechnology, St.
Cruz, USA (C-17)
WB
α-pS-STAT3 p-Serin-Motiv vonSTAT3 polyklonal Kaninchen
Cell Siganling,
Beverly, USA
(#9134)
IF
α-pY-STAT3 p-Tyrosin-Motivvon STAT3 polyklonal Kaninchen
Cell Siganling,
Beverly, USA
(#9131))
WB, IF
α-PML N-Terminus (As37-51) von PML monoklonal Maus
St. Cruz
Biotechnology, St.
Cruz, USA (PG-
M3)
IF
TRITC-
konjugiert a-
Maus
Konstanter
Bereich von Maus-
Ig
polyklonal Kaninchen
Dako, Hamburg,
Deutschland
IF
TRITC-
konjugiert a-
Kaninchen
Konstanter
Bereich von
Kaninchen-Ig
monoklonal Maus
Dako, Hamburg,
Deutschland
IF
HRP-konjugiert
a-Kaninchen
Konstanter
Bereich von
Kaninchen-Ig
polyklonal Ziege
Dako, Hamburg,
Deutschland
WB
2.1.4. Plasmide
Vektor Insertion bezogen von
pSVL ∆EcoRI hu IL-5Rα/hu gp130
pSVL ∆EcoRI hu IL-5Rβ/hu gp130
pSVL ∆EcoRI kein Pharmacia, Uppsala, Schweden
pSVL ∆EcoRI mu STAT3
pSVL ∆EcoRI STAT3-YFP
pSVL ∆EcoRI STAT3-∆TAD709-YFP
pSVL ∆EcoRI STAT3-CFP
pcDNA/FRT/TO kein Invitrogen, Paisley, UK
pcDNA/FRT/TO STAT3-YFP
pcDNA/FRT/TO STAT3-∆TAD709-YFP
pOG44 Rekombinase Invitrogen, Paisley, UK
pCH110 β-Galaktosidase Pharmacia, Uppsala, Schweden
pGL3 rat α2M-Luciferase
pH2B-YFP Histon 2B-YFP Jan Ellenberg, EMBL Heidelberg, 
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Deutschland
pGFP-ASF/SF2 GFP-ASF/SF2 Walter Becker, RWTH Aachen,
Deutschland
2.1.5. Oligonukleotide
Alle verwendeten Oligonukleotide wurden von der Firma MWG (MWG Biotech AG,
Ebersberg, Deutschland)bezogen.
STAT3 (sense) 5‘ –CAA GCT CGA GAT GGC TCA GTG GAA CCA GCT GCA G- 3‘
STAT3 (antisense) 5‘ –GTG TGA GGT GAC CAC ATG GGG GAG GT- 3‘
STAT Eco81 (sense) 5‘ –AAG CAC CTG ACC CTT AGG- 3‘
STAT delta TAD (antisense) 5‘ –ACA GGT GAC CAC TTG GTC TTC AGG TA- 3‘
2.1.6. Klonierung der YFP-Konstrukte
STAT3-YFP
Die STAT3-cDNS wurde mit Hilfe der primer STAT3 (sense) und STAT3 (antisense)
amplifiziert. Am 5‘-Ende wurde mit den primern eine XhoI- und am 3‘-Ende eine BstEII-
Schnittstelle eingeführt. Das Stop-Codon wurde gelöscht. Die Herstellung des Konstruktes
STAT3-YFP erfolgte durch Substitution des gp130-inserts von gp130-YFP mit dem STAT3-
PCR-Produkt mittels der Restriktionsenzyme XhoI und BstEII. Der resultierende
Expressionsvektor repräsentiert murines STAT3 in voller Länge, das über eine Verbindung
von drei Aminosäuren (WSP) mit YFP fusioniert.
STAT3-∆TAD709-YFP
Zur Klonierung des Konstrukts STAT3-∆TAD709-YFP wurde die Transaktivierungsdomäne
deletiert (∆710-770). Dazu wurde ein Anteil der STAT3-YFP-cDNS wurde mit Hilfe der
primer STAT Eco81 (sense) und STAT delta TAD (antisense) amplifiziert. Am 3‘-Ende
wurde mittels des as-primers eine BstEII-Schnittstelle eingeführt. Das hieraus resultierende
PCR-Produkt erstreckt sich von der Eco81-Schnittstelle in STAT3 bis zu der Sequenz, die die
709. Aminosäure mit der neu eingeführten BstEII-Schnittstelle kodiert. Das PCR-Produkt
wurde in den TOPO-Klonierungsvektor (Invitrogen, Paisley, UK) eingeführt. Zur Herstellung
des Konstruktes STAT3-∆TAD709-YFP wurde STAT3-YFP mit Eco81 und BstEII
geschnitten. Das PCR-Produkt wurde ebenfalls mit Eco81 und BstEII aus dem TOPO-Vektor
ausgeschnitten und anschließend in den Expressionvektor eingeführt.
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2.2. Allgemeine zellbiologische Methoden
2.2.1. Kultivierung von Bakterien
Zur Transformation mit rekombinanten Plasmiden wurden der E. coli-Stamm JM83
verwendet. Die Bakterien wurden in LB-Medium unter Zugabe der entsprechenden
Antibiotika (50 µg/ml) in einem thermostatisierten Schüttelinkubator bei 200 Upm und 37°C
kultiviert. Zur dauerhaften Lagerung wurden die Bakteriensuspensionen in LB-Medium mit
20% Glycerol bei –80°C eingefroren.
LB-Medium: 10 mM Tris/HCl (pH = 8,0)
1 mM MgCl2
5 g/l NaCl
10 g/l Bactotrypton (Difco, Heidelberg, Deutschland)
5 g/l Yeast Extract (Difco, Heidelberg, Deutschland)
stationäre Kultur: 15 g/l Agar (in LB-Medium)
2.2.2. Kultivierung von eukaryotischen Zellen
Die Zellen wurden in DMEM bzw. DMEM/F12 (HepG2) kultiviert, den Medien wurden 10%
FKS sowie 60 mg Penicillin/l und 100 mg Streptomycin/l zugesetzt. Die Zellen wurden bei
37°C in einer wassergesättigten Atmosphäre bei 5% CO2 inkubiert. Zur Subkultivierung
wurden die adhärent wachsenden Zellen nach Waschen mit PBS mittels einer Trypsin/EDTA-
Lösung von den Kulturschalen abgelöst.
Eine Langzeitlagerung eukaryotischer Zellen erfolgte in Kulturmedium nach Zusatz von 10%
DMSO bei –196°C in flüssigem Stickstoff.
COS-7 adhärent wachsende Affennierenzellen (A.T.C.C.,USA)
HepG2 adhärent wachsende humane Hepatomzellen (A.T.C.C., USA)
MEF STAT3fl/fl adhärent wachsende murine Fibroblasten (bezogen von V. Poli, 
Turin, Italien)
MEF STAT3 ∆/∆ adhärent wachsende murine Fibroblasten (bezogen von V. Poli,
Turin, Italien)
Hek293 Flp-InTM adhärent wachsende humane embryonale Nierenzellen (Invitrogen, 
Paisley, UK)
DMEM Flüssigmedium mit 4,5 g Glukose/l (Gibco, Paisley, UK)
DMEM/NUT-MIX-F12 Flüssigmedium (Gibco, Paisley, UK)
OPTIMEM Flüssigmedium (Gibco, Pailsey, UK)
FKS mycoplasmenfreies fötales Kälberserum (Cytogen, Sinn, Deutschland)
Penicillin/Streptomycin (Gibco, Paisley, UK)
Trypsin (0,05%) / EDTA (0,02%)-Lösung (BioWhittaker, Verviers, Belgien)
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PBS: 200 mM NaCl
2,5 mM KCl
8,0 mM Na2HPO4
1,5 mM KH2PO4
2.3. Allgemeine molekularbiologische Methoden
2.3.1. Herstellung kompetenter Bakterien
Aus einer Übernachtkultur wurden 500 ml LB-Medium mit Bakterien zu einer Absorption
A600nm=0,01 angeimpft. Die Bakterien wurden bis zu einer Absorption A600nm=0,6 bei 37°C in
einem thermostatischem Schüttelinkubator kultiviert. 50 ml-Aliquots der Bakteriensuspension
wurden 10 min mit 3000 g bei 4°C sedimentiert. Das Bakteriensediment wurde in 15 ml auf
4°C vorgekühltem TFB I (pro 50 ml Bakteriensuspension) vorsichtig resuspendiert und
nachfolgend 90 min auf Eis inkubiert. Nach erneuter Zentrifugation wurde das
Bateriensediment in 2 ml vorgekühltem TFB II aufgenommen und in Aliquots zu jeweils 400
µl bei –80°C eingefroren.
TFB I: 100 mM RbCl
50 mM MnCl2
30 mM KOAc
10 mM CaCl2
15 % Glycerin
pH=5,8 einstellen mit 0,2 M Essigsäure
TFB II: 10 mM MOPS
10 mM RbCl
75 mM CaCl2
15 % Glycerin
2.3.2. Transformation kompetenter Bakterien
100 µl der kompetenten Bakterien wurden mit 1 ng Plasmid-DNS bzw. 10 µl eines
Ligationsansatzes versetzt und 30 min auf Eis inkubiert. Anschließend erfolgte eine
Hitzeschock-Inkubation für 1 min bei 42°C. Danach wurden die Bakterien in 1 ml LB-
Medium aufgenommen und 30 min bei 37°C inkubiert, abzentrifugiert, der Überstand
verworfen, in 100 µl LB-Medium resuspendiert und auf LB-Agarplatten, ergänzt mit den
geeigneten Selektionsmarkern (50 µg/ml) ausplattiert. Die Agarplatten wurden über Nacht bei
37°C inkubiert und anschließend die gewachsenen Bakterienkolonien analysiert.
2.3.3. Transfektion eukaryotischer Zellen
Transfektion von COS7-Zellen
Verwendet wurde eine modfizierte Methode der Transfektion mit DEAE-Dextran. COS7-
Zellen einer 80-100% konfluenten Zellkulturschale wurden zweimal mit PBS gewaschen.
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Dann wurde das vorbereitete Transfektionsgemisch auf die Schale gegeben. Dieses
Transfektionsgemisch besteht aus zwei Komponenten: a) 5 ml DMEM ohne FKS + 7,5 µg
DNS (1 mg/ml) und b) 2,5 ml DMEM ohne FKS + 6 µl Chloroquin (100 mM) + 60 µl DEAE-
Dextran (50 mg/ml). Beide Komponenten a) und b) wurden zuerst getrennt voneinander
angesetzt, dann gemischt und schließlich auf die Zellen gegeben. Unter Unterdrückung des
Gasaustausches (luftdicht verschließen) wurden die Zellen 90 min bei 37°C inkubiert.
Anschließend wurden die Zellen mit PBS gewaschen, 1 min mit 10% DMSO in PBS
geschockt und dann zweimal mit PBS gewaschen und zuletzt wieder mit DMEM + FKS für
48 h inkubiert.
Transfektion von HepG2-Zellen
Das Transfektionsgemisch wurde angesetzt in 44 µl OPTIMEM (Gibco, Paisley, UK) ohne
FKS, 4 µg DNS und zuletzt 12 µl FuGENE6 (Roche, Mannheim, Deutschland) zugegeben
und für 15 min bei RT inkubiert. HepG2-Zellen einer 80-100% konfluent bewachsenen 10
cm-Kulturschale wurden mittels einer Trypsin/EDTA-Lösung gelöst, durch mehrmaliges
Aufziehen in eine Spritze vereinzelt. 2-3 ml der Zellsuspension wurden in vorgelegtes
DMEM/NUT-MIX-F12 + FKS gegeben (Endvolumen: 12 ml). Zur Zellsuspension wurde das
Transfektionsgemisch gegeben, die Zellen auf 10 cm-Kulturschalen ausgesät und bei 37°C
inkubiert. Nach 24 h wurde das Transfektionsgemisch abgezogen und die transfizierten Zellen
für weitere 24 h subkultiviert.
Transfektion von MEF-Zellen
MEF-Zellen wurden mittels Lipofectamine 2000 (Invitrogen, Paisley, UK) transfiziert. Das
Transfektionsgemisch wurde aus zwei Komponenten hergestellt: a) 250 µl OPTIMEM ohne
FKS + 4 µg DNS und b) 250 µl OPTIMEM + 10 µl Lipofectamine 2000. Beide Komponenten
wurden 5 min bei RT inkubiert, dann gemischt und noch einmal 20-30 min bei RT inkubiert.
Das Transfektionsgemisch wurde anschließend auf eine 80-90% konfluent bewachsene 10
cm-Zellkulturschale gegeben. Nach 24 h wurde das Transfektionsgemisch abgezogen und die
transfizierten Zellen für weitere 24 h subkultiviert.
Transfektion von Hek293-Flp-InTM-Zellen
Hek293-Flp-In-Zellen wurden bezogen von Invitrogen (Paisley, UK). Bei der Herstellung
stabil transfizierter Zellen wurde verfahren wie vom Hersteller empfohlen (Invitrogen, Flp-In
System, Paisley, UK). Für die Transfektion der Zellen wurden 4 µg DNS (1 mg/ml) + 6 µl
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FuGENE6 (Roche, Mannheim, Deutschland) in vorgelegten 90 µl DMEM ohne FKS
gemischt und für 15 min bei RT inkubiert. Das Transfektionsgemisch wurde anschließend auf
eine 70-90% konfluent bewachsene 10 cm-Zellkulturschale gegeben. Nach 24 h wurden die
Zellen zweimal mit PBS gewaschen und frisches DMEM + FKS wurde auf die Zellen
gegeben. Nach weiteren 24 h wurden die Zellen subkultiviert und selektioniert wie vom
Hersteller empfohlen (Invitrogen, Paisley, UK).
2.3.4. Isolierung von Plasmid-DNS
Isolierung von Plasmid-DNS im kleinen Maßstab
Plasmid-DNS zur Kontrolle von Klonierungen sowie zur Sequenzierung wurden aus 3 ml
Übernachtkulturen mit Hilfe eines Plasmid-Mini-Präparationskits (Qiagen, Hilden,
Deutschland) nach Herstelleranleitung isoliert.
Isolierung von Plasmid-DNS im präparativen Maßstab
Um Plasmid-DNS im größeren Maßstab (50-500 µg) für die Transfektion eukaryotischer
Zellen zu erhalten, wurden Übernachtkulturen von 50-500 ml mit Hilfe von Midi- bzw. Maxi-
Plasmid-Präparationskits (Qiagen, Hilden, Deutschland) nach Herstelleranleitung
aufgearbeitet. Die isoloerte DNS wurde in Wasser aufgenommen.
2.3.5. Quantitative Nukleinsäurebestimmung
Die Quantifizierung der DNS erfolgte absorptionsphotometrisch in einem UV-Spektrometer
(Pharmacia, Uppsala, Schweden) über die Absorption A260nm. Eine Absorption A260nm=1,0
entspricht 50 µg doppelsträngiger DNS. Die Reinheit der Nukleinsäurepräparation wurde mit
Hilfe der A280nm ermittelt, der Quotient A260nm/A280nm sollte bei 1,7-2,0 liegen.
2.3.6. Enzymatischer Verdau von DNS mit Restriktionsendonukleasen
Die enzymatische Restriktion von DNS erfolgte nach Standardvorschriften (Sambrook etal
1989), jeweils modifiziert nach den Empfehlungen der Enzymhersteller. Die
Inkubationszeiten betrugen zwischen 1 h und 3 h.
2.3.7. Agarose-Gelelektrophorese zur Auftrennung von DNS-Fragmenten
Nach enzymatischer Spaltung wurden die verschiedenen DNS-Fragmente
gelelektrophoretisch getrennt und deren Größen durch Vergleich mit Markerfragmenten
bestimmt. Die Restriktionsansätze wurden mit gleichem Volumen 2x DNS-Probenpuffer
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vesetzt und auf ein Agarosegel (1%SeaKem-LE-Agarose, Biozym, Rockland, USA) geladen.
Der Agarose wurden 0,1 µg/ml Ethidiumbromid, ein DNS-interkalierender DNS-
Fluoreszenzfarbstoff, zugesetzt, wodurch die DNS-Banden unter UV-Licht sichtbar wurden
und näherungsweise eine Abschätzung der DNS-Mengen aufgrund der Fluoreszenz-
Intensitäten der Banden erfolgen konnte.
2x DNS-Probenpuffer: 20 % Ficoll
1,0 % SDS
0,4 % TAE
0,1 % Bromphenolblau
10x TBE-Laufpuffer: 108 g/l Tris-Base
8,3 g/l EDTA
55 g/l Borsäure
2.3.8. Isolierung von DNS-Fragmenten aus Agarosegelen
Die nach Restriktion oder PCR-Reaktion erhaltenen DNS-Fragmente wurden im Agarosegel
aufgetrennt, mit Hilfe des Qiaex II-Kits (Qiagen, Hilden, Deutschland) gemäß
Herstellervorschrift aus der Gelmatrix isoliert und in Wasser aufgenommen.
2.3.9. DNS-Ligation
Ligation doppelsträngiger DNS erfolgte durch die T4-DNA-Ligase (Roche, Mannheim,
Deutschland). 10-50 ng linearisierten Vektors wurden mit einem 2-10 fachen molaren
Überschuß des Inserts für 1-16 bei 20°C inkubiert. Danach wurden kompetente Bakterien mit
den Ligationsansätzen transformiert.
10x Ligationspuffer: 440 mM Tris/HCl, pH=8,0
220 mM Tris/HCl, pH=7,4
100 mM DTT
100 mM MgCl2
5 µg/ml BSA
10 mM ATP
2.3.10. Automatische DNS-Sequenzierung
Das Prinzip der automatischen Sequenzierung beruht auf der Anregung und Detektion
fluoreszenzmarkierter Didesoxynukleotide, die in einer vorgeschalteten PCR die entstandenen
DNS-Stränge terminieren und gleichzeitig markieren. Die Sequenzierung erfolgte mit einem
ABIprism Modell 310 Sequenzierer (Applied Biosystems, Foster City, USA). Zur Präparation
der DNS-Proben wurde das PRISM Ready Reaction DyeDeoxy Terminator Cycle Sequencing
Kit (Perkin Elmer, Boston, USA) verwendet. Die PCR-Reaktion wurde wie folgt angesetzt:
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Terminator Premix 4 µl
DNS-Matrize 1,0 ng
Oligonukleotid-Primer 3-5 pmol
DMSO 1 µl
Wasser (ad iniectabilia) ad 20 µl
Die DNS-Matrize wurde in 30 Zyklen in einem Thermocycler unter Einbau
fluoreszenzmarkierter Didesoxynukleotide amplifiziert. Ein Reaktionszyklus bestand jeweils
aus:
Denaturierung 96°C 20 s
Primer-Bindung 44°C 20 s
DNS-Extension 60°C 240 s
Denaturierung 96°C 20 s
Letzte Extension 60°C 240 s
Nach abgeschlossener Amplifikation wurde die DNS-Probe mit 10 µl 3 M NaOAc (pH=5,6)
und 250 µl 100% Ethanol gefällt und abzentrifugiert (20 min, 14000 g, 4°C). Das DNS-
Sediment wurde mit 300 µl 70% Ethanol gewaschen, in der Vakuumzentrifuge getrocknet
und in 3,4 µl deionisiertem Formamid und 0,6 µl 50 mM EDTA (pH=8,0) gelöst. Die Proben
wurden 2 min bei 90°C inkubiert und in die Sequenzierapparatur aufgetragen, wo die DNS-
Fragmente mittels Kappilarelektrophorese aufgetrennt wurden.
2.4. Proteinchemische und immunologische Methoden
2.4.1. Präparation von Zelllysaten
Alle nachfolgenden Arbeitsschritte wurden bei 4°C und mit entsprechend vorgekühlten
Puffern ausgeführt.
Die zu lysierenden Zellen wurden zweimal mit PBS gewaschen, von der Zellkulturschale
geschabt und anschließend in 0,5 ml Lysispuffer aufgenommen und in ein Eppendorf-
Mikroreaktionsgefäß überführt. Nach 30 min auf Eis wurden die Lysate zunächst für 10 s
gevortext und zuletzt wurden unlösliche Bestandteile durch Zentrifugation (10 min, 14000 g)
sedimentiert und der Überstand abgenommen.
Triton-Lysispuffer: 20 mM Tris/HCl, pH=7,5
150 mM NaCl
10 mM NaF
1 % Triton X-100
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RIPA-Lysispuffer: 50 mM Tris/HCl, pH=7,4
150 mM NaCl
1 mM EDTA
0,5 % Nonidet P-40
1 mM NaF
15 % Glycerol
20 mM b-Glyerophosphat
Protease-Inhibitoren wurden den verwendeten Lysispuffern jeweils frisch zugesetzt:
1 mM Na-Vanadat
0,5 mM EDTA
0,25 mM PMSF
5 µg/ml Aprotinin
1 µg/ml Leupeptin
1 µg/ml Pepstatin
2.4.2. Quantitative Proteinbestimmung
Der quantitative Nachweis von gelösten Proteinen wurde mit Hilfe des Bradford-
Färbereagens im Biorad-Protein-Assay (Bio-RAD, Richmond, USA) durchgeführt. 200 µl
Biorad Reagens wurden mit 800 µl Wasser und 3-15 µl der Proteinlösung gemischt. In
Plastik-Mikroküvetten wurde die Absorption bei 595 nm im Photometer bestimmt. Mit Hilfe
einer Eichkurve, die für BSA ermittelt wurde, konnte der Faktor zur genauen Berechnung der
Proteinmengen bestimmt werden.
2.4.3. Diskontinuierliche SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)
Zur elektrophoretischen Auftrennung von Proteinen unter denaturierenden Bedingungen
wurde die Methode der diskontinuierlichen Elektrophorese nach Laemmli in einer vertikalen
Flachgelkammer durchgeführt. Die jeweiligen Proben wurden in reduzierendem 4x Laemmli-
Probenpuffer aufgenommen und durch 5 min Erhitzen auf 95°C denaturiert. Unlösliche
Bestandteile wurden durch Zentrifugieren (15 s, 14000 g) abgetrennt. Die Elektrophorese
erfolgte mit 30 mA bei 20°C.
Trenngel: 6-15 % Acrylamid
375 mM Tris/HCl, pH=8,8
0,1 % SDS
0,02 % TEMED
0,1 % APS
Sammelgel: 5 % Acrylamid
125 mM TrisHCl, pH=6,8
0,1 % SDS
0,02 % TEMED
0,1 % APS
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SDS-Laufpuffer: 1,5 % Tris-Base, pH=8,3
7,2 % Glycin
0,5 % SDS
4x Laemmli-Probenpuffer:
40 % Glycerin
8 % SDS
250 mM Tris/HCl, pH=6,8
0,4 % Bromphenolblau
120 % β-Mercaptoethanol (bei reduzierendem Puffer)
2.4.4. Elektroblot und Immundetektion 
Die elektrophoretisch getrennten Proteine wurden mittels einer semi-trockenen
Elektroblotmethode auf eine PVDF-Membran (PALL, Dreieich, Deutschland) transferiert
(Kyhse-Anderson etal 1994). Zur Unterdrückung unspezifischer Bindungen wurde die
Membran anschließend 45 min mit einer 10%-igen Rinderserum-Albumin-Lösung (Serva,
Heidelberg, Deutschland) in TBS-N geblockt. Die Membran wurde unter gleichmäßigem
Schwenken mit der jeweiligen Antikörperlösung (1 µg/ml in TBS-N) über Nacht bei 4°C
inkubiert, zweimal für je 10 min mit TBS-N gewaschen und mit der entsprechenden Lösung
eines HRP-konjugierten Sekundärantikörpers behandelt. Die entstandenen Immunkomplexe
konnten mit Hilfe des ECL-Detektionssystems (Amersham Arlington Heights, USA) auf
Röntgenfilm visualiert werden.
Anodenpuffer I: 0,025 M Tris-Base
20 % Methanol
Anodenpuffer II: 0,025 M Tris-Base
20 % Methanol
Kathodenpuffer: 0,40 M 6-Aminohexansäure
20 % Methanol
TBS-N: 20 mM Tris/HCl, pH=7,4
137 mM NaCl
0,1 % Nonidet P-40
Bei Gegenfärbungen wurde die PVDF-Membran mit Stripping-Puffer überschichtet und für
20-30 min bei 70°C inkubiert. Danach wurde die Membran zweimal für 10 min mit TBS-N
gewaschen. Mit dem anschließenden Block mit 10 % BSA/TBS-N wurde die Gegenfärbung
eingeleitet. Die Antikörperlösungen wurden wie oben beschrieben eingesetzt.
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Stripping-Puffer: 100 ml 20 % SDS
7,56 g Tris
ad 1000 ml mit Wasser, pH= 6,7 mit 37 % HCl einstellen,
vor Gebrauch 76 µl β-Mercaptoethanol/10 ml Puffer zugeben
2.4.5. Elektrophoretischer Mobilitäts-Shift-Assay (EMSA)
Im EMSA wurde die Bindung von Transkriptionsfaktoren an bestimmte DNS-Sequenzen
nachgewiesen. Dazu wurden speziell präparierte Lysate bzw. Kernextrakte mit radioaktiv
markierten artifiziellen DNS-Sonden inkubiert und elektrophoretisch in einem nativen Gel
aufgetrennt.
Für die Herstellung der Kernextrakte wurden die Zellen zweimal mit kaltem PBS/Vanadat
gewaschen und von der Zellkulturschale gelöst. Dann wurden die Zellen in einem Eppendorf-
Reaktionsgefäß durch Zentrifugation sedimentiert und in 400 µl Puffer A resuspendiert. Nach
10 min auf Eis wurden die Zellen mechanisch durch Schütteln (10 s) lysiert und erneut
zentrifugiert. Das Sediment wurde in 100 µl Puffer C aufgenommen und 20 min auf Eis
inkubiert. Die kernproteinhaltige Fraktion konnte nach Zentrifugation (2 min, 14000 Upm)
mit dem Überstand abgenommen werden. Der Proteingehalt in den Kernextrakten wurde mit
dem Biorad-Protein-Assay bestimmt (s. 2.4.2.).
PBS/Vanadat: 100 µM Na3VO4
in PBS
Puffer A: 10 mM Hepes/KOH, pH=7,8
1,5 mM MgCl2
10 mM KCl
0,5 mM DTT
0,2 mM PMSF
1 mM Na3VO4
Puffer C: 20 mM Hepes/KOH, pH=7,8
1,5 mM MgCl2
420 mM NaCl
0,2 mM EDTA
25 % (v/v) Glycerin
0,5 mM DTT
0,2 mM PMSF
Die radioaktive Markierung doppelsträngiger DNS erfolgte durch Auffüllen 5‘ überhängender
Enden mit dem Klenow-Enzym. Dabei wurde [32P]dATP zur Markierung eingesetzt. Nach
einer Inkubation des Reaktionsansatzes für 30 min bei 37°C wurden die freien Nukleotide mit
Hilfe des Qiaquick Nucleotide Removal Kits (Qiagen, Hilden, Deutschland) abgetrennt. Die
gebundene Radioaktivität wurde im β-Counter bestimmt.
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Markierungsansatz: 2,5 pm DNS
6 µl 10x Reaktionspuffer M (Boehringer, Mannheim)
je 1 µl dCTP (0,5 mM), dGTP (0,5 mM), dTTP (0,5 mM)
45,5 µl Wasser
2 µl [α32P]dATP (3000 Ci/mmol, 0,01 Ci/ml)
1,5 µl Klenow-Enzym (5 U)
Zur Bestimmung der STAT-Aktivierung in Kernextrakten wurde eine radioaktiv markierte
doppelsträngige m67SIE-DNS-Sonde verwendet. Es handelte sich dabei um eine synthetische
DNS-Sequenz, die das sis-induzierbare Element (SIE) des c-fos Promotors enthält. Die
Sequenz enthielt eine Mutation (m67), so dass STAT1 und STAT3 binden können [41].
m67SIE: 5‘ –GAT TGA CGG GAA CTG- 3‘
Die STAT-Bindungsregion ist unterstrichen.
Nach Proteinbestimmung wurden 5 µg der Kernextrakte zur Ermittlung der STAT-Aktivität
mit 9,5 µl Reaktionsgemisch und 10000 cpm der radioaktiven m67SIE-Sonde für 10 min bei
RT inkubiert. Dabei erfolgte die Bindung aktivierter STAT-Faktoren an die DNS-Sonde. Für
„Supershift“-Kontrollexperimente wurden zu dieser Inkubation spezifische Antikörper
gegeben, die an das zu untersuchende Protein binden. Die Protein-DNS-Komplexe wurden
dann in einem 4,5 %igen nativen Polyacrylamidgel aufgetrennt. Die „Supershift“-Komplexe,
bestehend aus Antikörper, Protein und DNS, wurden dabei im Gel mehr zurückgehalten als
die Protein-DNS-Komplexe und erlaubten so die Identifizierung bestimmter Proteine. Die
Elektrophorese wurde mit 220 V durchgeführt. Der verwendete Laufpuffer, der eine nur sehr
geringe Salzkonzentration besitzt, wurde mit Hilfe einer Pumpe kontinuierlich bis zum
Erreichen einer Lauffront von 12 cm umgewälzt. Nach der Elektrophorese wurde das Gel 30
min in 10 % Methanol/10 % Eisessig fixiert und unter Vakuum bei 80°C getrocknet. Die
Protein-DNS-Komplexe konnten mit Hilfe der Autoradiographie sichtbar gemacht werden.
Reaktionsgemisch: 4 µl 5x Gelshiftpuffer
0,1 µl 1 M DTT
0,2 µl 200 mM PMSF
1 µl 1 mg/ml Poly(dI-dC)
2 µl 10 mg/ml BSA
9,5 µl Wasser
5x Gelshiftpuffer: 50 mM Hepes/KOH, pH=7,8
5 mM EDTA
25 mM MgCl2
50 % (v/v) Glycerin
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Gellösung: 6,75 ml Acryamidlösung (40/2%)
4,5 ml 99 % Glycerin
3 ml 5x TBE
45 ml Wasser
400 µl 10 % APS
40 µl TEMED
TBE: 54 g Tris
27,5 g Borsäure
20 ml 0,5 M EDTA
ad 1000 ml Wasser; anschließend pH=8,3 einstellen
2.5. Konfokale Laserscanning Mikroskopie
2.5.1. Indirekte Immunfluoreszenz
Auf Deckgläschen passagierte (transfizierte) Zellen wurden zweimal mit PBS++ gewaschen,
20 min in 2-4% Paraformaldehyd bei Raumtemperatur fixiert. Anschließend wurden die
Zellen einmal mit PBS++ gewaschen und für 5min bei RT mit PBST++ permeabilisiert. Die
Absättigung restlicher Aldehydgruppen erfolgte durch Inkubation für 5 min mit 50 mM
NH4Cl (gelöst in PBS
T++). Die Zellen wurden dann 60 min mit Block-Puffer bei RT inkubiert.
Der spezifische primäre Antikörper wurde 1:100 in 0,2% BSA/PBST++ verdünnt, in Tropfen à
25 µl auf Parafilm in eine vorbereitete Feuchtkammer gegeben und die Deckgläschen für 30
min darauf gelegt. Nach Waschen in 0,2% BSA/PBST++ wurden die Zellen mit einem TRITC-
konjugierten sekundären Antikörper (1:100 in 0,2% BSA/PBST++) für 30 min inkubiert. Nach
Abschluss aller Antikörperinkubationen wurden die Deckgläschen mit Mowiol (Calbiochem-
Novabiochem, La Jolla, USA) auf den Objektträgern gemountet.
Die Anfärbung neu synthetisierter prä-mRNS erfolgte durch Inkubation der Zellen mit 1 mM
Brom-Uridin für 1 h bei 37°C. Anschließend wurden die Zellen wie oben beschrieben fixiert
und mit einem primären Antikörper behandelt, der gegen Brom-Deoxyuridin gerichtet ist und
ebenfalls Brom-Uridin erkennt [42].
Die Behandlung der Zellen mit in DMSO gelöstem 4 µM Actinomycin D und einem
entsprechenden Volumen an DMSO als Kontrolle erfolgte 2 h vor der Stimulation.
Bei Kolokalisationsstudien mit CFP-, GFP- und YFP-Fusionsproteinen wurde CFP mit λ=458
nm angeregt und mittels des Bandpassfilters BP 480/20 detektiert. GFP wurde mit λ=488 nm
angeregt und mit dem Filter λ=505-550 nm detektiert. YFP wurde mit λ=514 nm angeregt
und mit einem Filter von λ=530-600 nm detektiert. TRITC- oder Cy3-Fluorophore wurden
mit λ=543 nm angeregt und im Bereich λ=570-650 nm detektiert. Die Auswertung der
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Lokalisationsstudien erfolgte am konfokalen Laserscanning-Mikroskop LSM 510 (Carl Zeiss,
Jena, Deutschland).
PBS++: 1 mM MgCl2
0,1 mM CaCl2
in PBS
PBST++: 0,1% Triton X-100
in PBS++
Block-Puffer: 1% BSA
in PBST++
2.5.2. Live Cell Imaging
Für Lokalisierungsstudien von GFP-Fusionsproteinen in lebenden Zellen wurden transfizierte
Zellen auf Deckgläschen passagiert. 48 h nach der Transfektion wurden die Zellen in einer auf
37°C vorgewärmten Perfusionskammer plaziert und mit entsprechendem Kulturmedium
versorgt. Die Stimulation der Zellen erfolgte mit 20 ng/ml IL-6 bei 37°C. Für die Aufnahmen
wurde das Objektiv 63x (wasserkorrigierte Immersionslinse) verwendet. Die Schichtdicke
betrug 1 µm. Das an STAT3 fusionierte YFP-tag wurde mit der Wellenlänge λ=514 nm des
Argon-Lasers angeregt. Die emittierte Lichtstrahlung wurde in Intervallen von 30 s durch den
Filter von λ=530-600 nm für YFP aufgenommen. Die Lokalisationsstudien erfolgten am
Laserscanning-Mikroskop LSM 510 (Carl Zeiss, Jena, Deutschland).
2.5.3. Fluorescence Recovery After Photobleaching (FRAP)
Bei FRAP-Experimenten wurden die Zellen wie oben beschrieben vorbehandelt. Die
Stimulation erfolgte mit 100 ng/ml IL-6. 15 min nach der Stimulation erfolgte die Aufnahme
der Zellen in Intervallen von 1 s. Das Bleichen erfolgte durch kurzzeitige Bestrahlung
ausgewählter Regionen (ROI=region of interest) mit höchster Laserintensität (100%, λ=514
nm, 100 Wiederholungen im ROI). Die konfokale Schichtdicke betrug 2 µm. Zur Anregung
des YFP-tags und zur Aufnahme des emittierten Lichts gelten die oben gemachten Angaben.
Für quantitative FRAP-Analysen blieben die Einstellungen größtenteils unverändert: Die
konfokale Schichtdicke betrug 1 µm. Die Fluoreszenz wurde lediglich in einem ROI von
einem Durchmesser ∅=10 pixel in Intervallen von 1/50 s gemessen, der Bleichimpuls (100%,
λ=514 nm, 25 Wiederholungen im ROI) erfolgte 2 s nach Beginn der Aufnahmen.
Im Rahmen quantitativer FRAP-Analysen wurde die mobile Fraktion Mf in [%] nach
folgender Gleichung berechnet [35]:
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Gleichung 1: Mf = F∞ – F0 in [%]
        Fi – F0
Dabei entspricht Fi der initialen Fluoreszenz vor dem Bleichen mit Fi = 100 %. F0 entspricht
der Fluoreszenz direkt nach dem Bleichen. Für die Berechnung von Mf wurde F0
vernachlässigt aufgrund der Annahme, dass das fluoreszierende Signal vollständig
ausgeblichen wurde (F0 = 0 %). F∞ repräsentiert das rekonstituierte fluoreszierende Signal.
Die immobile Fraktion ergibt sich aus der Subtraktion der Fluoreszenz-Intensität des
rekonstituierten Signals F∞ von der initialen Fluoreszenz-Intensität Fi.
2.5.4. Fluorescence Loss In Photobleaching (FLIP)
Für FLIP-Analysen wurden die Zellen auf Deckgläschen passagiert. Die Stimulation erfolgte
mit 20 ng/ml IL-6. Im Falle des FLIP wurde nicht wie beim FRAP nur ein Bleichimpuls
verwendet, sondern die ausgewählte Region wurde kontinuierlich geblichen und in Intervallen
wurden Aufnahmen gemacht. Die Anregung erfolgte mit λ=514 nm, als Filter wurde λ= 530-
600 nm gewählt. Die konfokale Schichtdicke betrug 1 µm. Die Experimente erfolgten am
konfokalen Laserscanning-Mikroskop LSM 510 (Carl Zeiss, Jena, Deutschland).
2.6. Reportergen-Assay
Die Analyse genregulatorischer Eigenschaften von Proteinen ist mittels Reportergen-Assays
durchgeführt worden.
Das Reportergenkonstrukt bestand zum einen aus der Promotorsequenz des α2M-Promotors,
der zwei Bindungsstellen für den Transkriptionsfaktor STAT3 enthält und zum anderen aus
der kodierenden Sequenz der Luziferase, deren Induktion mit Hilfe des Luziferase-Assay-Kits
(Promega, Mannheim, Deutschland) nach Herstellerangaben im Luminometer gemessen
wurde. 
HepG2-Zellen wurden neben dem Reportergenkonstrukt pGL3α2M-215Luc (5-6 µg) und den
zu untersuchenden DNS-Konstrukten zusätzlich mit einem Kontrollplasmid pCH-110 (1,5
µg), das für die ß-Galactosidase kodiert, transient transfiziert (s. 2.3.4.). Nach 24 h wurden die
Zellen über Nacht stimuliert und anschließend mit 5x Reporterlysispuffer (Promega,
Mannheim, Deutschland) behandelt. Neben dem Luziferase-Assay wurde zum Angleichen
unterschiedlicher Transfektionseffizienzen die ß-Galactosidase-Aktivität gemessen. Dazu
wurden 100 µl der Zelllysate mit 500 µl β-GAL-Mix und 100 µl ONPG gemischt. Als
Kontrolle wurde eine Probe verwendet, die anstatt Zelllysat 100 µl Lysispuffer enthielt. Die
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Reaktion wurde für 30-60 Minuten bei 37°C gestartet und nach einer sichtbaren Gelbfärbung
der Proben mit 250 µl 1 M Na-Carbonat gestoppt. Bei OD=420 nm konnte der Umsatz von
Ortho-Nitrophenyl-galactopyranosid (ONPG) zu Ortho-Nitrophenol gemessen werden. 
5x Reporterlysispuffer: 25 mM Tris/H3PO4, pH=7,8
2 mM EDTA
10 % Glycerin
1 % Triton X-100
1 % DTT frisch zugeben
β-GAL-Mix: 60 mM Na2HPO4
40 mM NaH2PO4
1 mM KCl
1 mM MgCl2
3,8 µl/l β-Mercaptoethanol
ONPG: 1 mg/ml 2-Nitrophenyl-β-D-galactopyranosid
Ergebnisse
31
3 Ergebnisse
3.1. Funktionelle Charakterisierung des Fusionsproteins STAT3-YFP
Das Fusionsprotein STAT3-YFP ist für die Untersuchung der nucleären Translokation und
der Mobilität generiert worden. Dazu wurde das yellow fluorescent protein (YFP) mit dem C-
Terminus von STAT3α fusioniert.
Abb. 5: Biochemische und funktionelle Charakterisierung von STAT3-YFP. A: COS-7 Zellen wurden mit
Expressionsvektoren, die STAT3, STAT3-YFP und chimäre IL-5Rα/β-gp130 Rezeptorketten kodieren,
transfiziert. Die Zellen wurden für 30 min mit 20 ng/ml IL-5 stimuliert oder unstimuliert belassen. Die Lysate
wurden im WB mittels eines STAT3-Phosphotyrosin-spezifischen Antikörpers analysiert (oben). Nach dem
stripping erfolgte die Gegenfärbung mit einem Antikörper gegen STAT3 (unten). B: COS-7 Zellen, die wie eben
beschrieben transfiziert waren, wurden mit 20 ng/ml IL-5 für die angegebenen Zeiten stimuliert. Nach
Präparation von Kernextrakten wurde die STAT3 DNS-Bindungaktivität mittels einer SIE-Sonde im EMSA
analysiert. Supershift-Analysen erfolgten mit STAT3- (*) oder GFP- (#) Antikörpern.
Um die funktionellen Eigenschaften von STAT3 und STAT3-YFP zu vergleichen, wurden
COS-7 Zellen mit Plasmiden, die STAT3, STAT3-YFP und die chimären IL-5Rα/β-gp130-
Rezeptoren kodieren, transfiziert. Auf diese Weise konnte sichergestellt werden, dass nur
transfizierte Zellen stimuliert werden [43]. Im Western Blot konnte sowohl endogenes als
A
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auch transfiziertes STAT3 detektiert werden (Abb. 5A, unten). Die elektrophoretische
Mobilität von STAT3-YFP ist aufgrund der höheren molekularen Masse geringer als die von
STAT3. Die daraus resultierende Verschiebung der Bande stimmt überein mit der
molekularen Masse des YFP-tags von etwa 25 kDa (Abb. 5A, unten, Spuren 3 und 4). Nach
der Stimulation mit IL-5 ist die Tyrosinphosphorylierung sowohl von STAT3 als auch
STAT3-YFP detektierbar (Abb. 5A, oben). Das YFP-tag des Fusionsproteins stört also nicht
die Phosphorylierung.
Zur Untersuchung der DNS-Bindung wurden transfizierte COS-7 Zellen mit IL-5 für
verschiedene Zeiträume stimuliert. Anschließend erfolgte die Herstellung von Kernextrakten
und die Analyse im EMSA. Dabei zeigte sich, dass endogenes STAT3 nicht an die DNS-
Sonde bindet (Abb. 5B, Spuren 1-5). Diese gestörte Antwort von endogenem STAT3 in COS-
7 Zellen ist bekannt [44]. Die Überexpression von STAT3 in COS-7 Zellen führte nach IL-6
Stimulation zu einer gut detektierbaren STAT3/Oligonukleotid-Bande (Abb. 5, Spuren 7 und
8). Die Supershift-Analyse zeigte, dass die Zugabe von STAT3-Antikörpern zu verringerter
elektrophoretischer Mobilität des Protein/DNS-Komplexes führt (Spur 9), während GFP-
Antikörper wirkunglos blieben (Spur 10). Die DNS-Bindung von STAT3-YFP ist nach
Stimulation mit IL-5 ebenfalls detektierbar. Allerdings ist das Signal des STAT3-YFP/DNS-
Komplexes deutlich reduziert (Spuren 12 und 13). Wie erwartet führen sowohl STAT3- als
auch GFP-Antikörper zu einem shift der Banden (Spuren 14 und 15). Neben den erwarteten
Banden zeigt der EMSA eine weitere unspezifische Bande, die nach Zugabe des GFP-
Antikörpers eine veränderte elektrophoretische Mobilität hat. Dennoch enthält diese Bande
kein GFP-Fusionsprotein, da sie ebenfalls bei untransfizierten und STAT3-transfizierten
Zellen auftritt. Die Bedeutung dieses Protein/DNS-Komplexes ist ungeklärt.
Abb. 5C: Geninduktion durch STAT3-YFP.
HepG2-Zellen wurden mit einem STAT3
responsiven Luciferase-Reportergenplasmid
(m67SIE-TK-luc), einem β-Galaktosidase-
kodierenden Plasmid sowie Leervektor (mock)
und Expressionsvektoren für STAT3 und
STAT3-YFP transfiziert. Die Zellen wurden
für 16 h mit 20 ng/ml IL-6 stimuliert (schwarze
Balken) oder blieben unstimuliert (graue
Balken). Die Balken repräsentieren Mittelwerte
der resultierenden relativen Luciferase-
Aktivität (RLA) aus drei parallelen
Experimenten. Die Standardabweichung ist
durch Fehlerindices angegeben.
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Zur Überprüfung der funktionalen Gen-Induktion durch das Fusionsprotein STAT3-YFP
wurde ein Reportergen-Assay durchgeführt. Im Vergleich zu Leervektor-transfizierten Zellen
zeigte sich bei STAT3- oder STAT3-YFP-transfizierten Zellen ein signifikanter Anstieg der
Reportergen-Induktion (Abb. 5C). Bezüglich Tyrosinphosphorylierung, DNS-Bindung und
Geninduktion ist STAT3-YFP also ein funktionaler Transkriptionsfaktor.
3.2. Aktiviertes STAT3 ist in nuclear bodies lokalisiert
STAT3 nuclear bodies in fixierten Zellen
Zur Untersuchung der Verteilung von STAT3 im Zellkern wurden HepG2-Zellen der
indirekten Immunfluoreszenz unterzogen. Dabei erfolgte zunächst die Anfärbung von
endogenem STAT3 vor und nach Stimulation mit IL-6 (Abb. 6, oben).
Bereits in unstimulierten Zellen tritt STAT3 im Zellkern auf (siehe auch [45]). Die Verteilung
insgesamt ist heterogen. Vom Nucleolus ist STAT3 weitgehend ausgeschlossen. Nach der
Stimulation mit IL-6 erscheint STAT3 konzentriert im Zellkern, wohingegen das Cytoplasma
nahezu frei von STAT3 ist. In vielen Zellen konnte neben der nucleären Anreicherung die
Formation kleiner punktartiger Strukturen beobachtet werden. Diese punktförmigen
Strukturen waren in unstimulierten Zellen nicht sichtbar (Abb. 6, unten).
STAT3 nuclear bodies in lebenden Zellen
Nach diesen ersten Beobachtungen wurden weiterführende Experimente in lebenden Zellen
durchgeführt. Dabei wurden HepG2-Zellen verwendet, die das zuvor charakterisierte (siehe
3.1.) Fusionsprotein STAT3-YFP überexprimieren. Die Zellen wurden in einer
Perfusionskammer bei 37°C mittels konfokaler Laserscanning Mikroskopie untersucht. Nach
Abb. 6: STAT3 in nuclear bodies. Untransfizierte
HepG2-Zellen (oben) oder Zellen, die STAT3
überexprimieren (unten) wurden mit 20 ng/ml IL-6 für
15 min stimuliert oder unstimuliert belassen. Nach der
Fixierung mit 2 % Paraformaldehyd wurde STAT3
mittels eines spezifischen STAT3-Antikörpers und
eines TRITC-konjugierten Zweitantikörpers angefärbt.
Die Aufnahmen wurden am konfokalen Laserscanning
Mikroskop gemacht. Endogenes als auch über-
exprimiertes STAT3 wurde detektiert (Skalierung: 10
µm).
unstimuliert                 + IL-6
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Stimulation mit IL-6 wurden Bilder über 75 min in Intervallen von 30 s aufgenommen. In
Abb. 7A sind repräsentative Aufnahmen dargestellt. STAT3 erscheint etwa 15 min nach der
Stimulation in nuclear bodies.
Abb. 7A: Nucleäre Translokation von STAT3-YFP in lebenden Zellen. HepG2-Zellen wurden mit STAT3-
YFP transfiziert und in einer Perfusionkammer bei 37°C untersucht. Die Stimulation erfolgte mit 20 ng/ml,
Aufnahmen wurden alle 30 s mit einem konfokalen Laserscanning Mikroskop gemacht (Skalierung: 10 µm).
B: Kinetik der STAT3 und STAT3-YFP Phosphorylierung. HepG2-Zellen wurden mit Leervekor (mock)
oder STAT3-YFP-kodierendem Vektor transfiziert. Nach der Stimulation mit 20 ng/ml IL-6 für die angegebenen
Zeiten wurden die Zellen lysiert. Anschließend konnte sowohl endogenes STAT3 als auch STAT3-YFP mit
einem STAT3-spezifischen Antikörper präzipitiert werden (oben). STAT3-YFP konnte mit einem GFP-
Antikörper präzipitiert werden (unten). Im WB wurde die Phosphorylierung von STAT3 und STAT3-YFP
nachgewiesen werden. Die Gegenfärbung erfolgte nach dem strip mit einem STAT3-spezifischen Antikörper.
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Die Fluoreszenzintensität der nuclear bodies steigt etwa bis zur 30. Minute nach der
Stimulation an und nimmt danach wieder ab. Etwa 50-55 min nach der Stimulation sind die
STAT3 nuclear bodies ganz verschwunden. Die in lebenden Zellen beobachtete Bildung von
STAT3 nuclear bodies korrespondiert zeitlich mit der Kinetik der STAT3-
Tyrosinphosphorylierung. Sowohl endogenes STAT3 als auch überexprimiertes STAT3-YFP
zeigen 15 min nach der Stimulation eine Phosphorylierung, die nach 30 min wieder abnimmt
und nach 1 h kaum mehr detektierbar ist (Abb. 7B).
Darüber hinaus ist die Bildung der STAT3 nuclear bodies von der IL-6-Konzentration
abhängig (Abb. 8A). HepG2-Zellen, die STAT3-YFP überexprimieren, wurden mit
unterschiedlichen Konzentrationen IL-6 stimuliert und anschließend fixiert. Zur Markierung
des Zellkerns wurde zusätzlich Lamin A/C angefärbt. Bei Stimulation mit 2 ng/ml IL-6
kommt es zur Ausbildung von STAT3 nuclear bodies. Die in fixierten Zellen beobachtete
dosisabhängige Formation der STAT3 nuclear bodies korrespondiert mit der dosisabhängigen
Abb. 8A: Konzentrationsabhängige
Formation der STAT3 nuclear
bodies. In HepG2-Zellen wurde
STAT3-YFP überexprimiert. Die IL-6-
Stimulation erfolgte für 30 min in den
angegebenen Konzentrationen. Nach
der Fixierung mit 2 %
Paraformaldehyd wurde Lamin A/C
durch einen spezifischen Lamin A/C-
Antikörper und einen Cy3-
konjugierten Zweitantikörper ange-
färbt. Die fixierten Zellen wurden
durch konfokale Laserscanning
Mikroskopie analysiert (Skalierung: 10
µm).
A
Lamin A/C STAT3-YFP MERGE
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Geninduktion durch STAT3 (Abb. 8B). Hierfür wurde ein Reportergen-Assay durchgeführt.
Ab 2 ng/ml IL-6 ist die maximale Induktion des Reportergens erreicht.
Abb. 8B: Dosisabhängige Induktion eines STAT3-responsiven Reportergens. HepG2-Zellen wurden mit
einem α2M-Luc Konstrukt und einem β-Galaktosidase kodierenden Plasmid kotransfiziert. Nach IL-6-
Stimulation mit den angegebenen Konzentrationen für 16 h bei 37°C wurden die Zellen lysiert Die Balken
repräsentieren Mittelwerte der resultierenden relativen Luciferase-Aktivität (RLA) aus drei parallelen
Experimenten. Die Standardabweichung ist durch Fehlerindices angegeben.
STAT3 nuclear bodies in MEF-Zellen
Um ausschließen zu können, dass endogenes STAT3 mit der nucleären Translokation von
STAT3-YFP interferiert, wurden Zellen einbezogen, die kein endogenes STAT3 exprimieren.
Hierfür wurden STAT3-defiziente MEF∆/∆- und Wildtyp-repräsentierende MEFfl/fl-Zellen
verwendet und zunächst biochemisch charakterisiert: Die STAT-Expressionkontrolle zeigt
eine leichte Erhöhung der Expression von STAT1 und STAT5B in MEF∆/∆-Zellen. STAT3
wird in MEF∆/∆-Zellen wie erwartet nicht exprimiert (Abb. 9A). Die Phosphorylierungs-
kinetiken zeigen nach Stimulation mit IL-6 und sIL-6Rα sowie OSM und LIF die gewohnte
transiente Aktivierung von STAT1 in MEFfl/fl- und MEF∆/∆-Zellen sowie von STAT3 in
MEFfl/fl-Zellen (Abb. 9B).
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Abb. 9A: STAT-Expressionskontrolle in
MEF-Zellen. Wildtyp-repräsentierende
MEFfl/fl- und STAT3-defiziente MEF∆/∆-
Zellen wurden in 10 cm-Schalen kultiviert
und lysiert. Die Lysate wurden durch SDS-
PAGE aufgetrennt. Die Färbung von
STAT1, STAT3 und STAT5B erfolgte
durch spezifische Antikörper im WB.
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Abb. 9B: Kinetik der STAT-Phosphorylierung in MEF-Zellen. Die angegebenen MEF-Zellen wurden für 0
min (1), 15 min (2), 30 min (3) oder 60 min (4) mit 20 ng/ml IL-6, 10 ng/ml OSM oder 20 ng/ml LIF und ggf.
mit 1 µg/ml löslichem IL-6Rα (sR) stimuliert und anschließend lysiert. Die Analyse der Lysate erfolgte im WB.
Für die pY-Färbungen wurden die angegebenen spezifischen Antikörper eingesetzt. Die Gegenfärbung erfolgte
nach dem strip mit den Antikörpern gegen STAT1 und STAT3. C: STAT3 nuclear bodies in MEF∆/∆-Zellen. In
STAT3-defizienten MEF∆/∆-Zellen wurde STAT3-YFP überexprimiert. Zellen wurden mit 20 ng/ml IL-6 und 1
µg/ml sR für 30 min stimuliert oder unstimuliert belassen und anschließend fixiert. Die Analyse erfolgte am
konfokalen Laserscanning Mikroskop (Skalierung: 10 µm).
Die Untersuchung der Formation von STAT3 nuclear bodies erfolgte nach Überexpression
von STAT3-YFP in MEF∆/∆ -Zellen (Abb. 9C). Die fixierten Zellen wurden mittels
konfokaler Laserscanning Mikroskopie analysiert. Die Bildung von STAT3 nuclear bodies
ließ sich in MEF∆/∆-Zellen nur nach der Stimulation beobachten. In unstimulierten MEF∆/∆-
Zellen ist STAT3-YFP ebenfalls im Nucleus detektierbar. Allerdings konnten hier keine
STAT3 nuclear bodies beobachtet werden.
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STAT3 nuclear bodies in induzierbaren Hek293-STAT3-YFP-Zellen
Um mit einer STAT3-YFP-Konzentration arbeiten zu können, die der Expression des
endogenen STAT3 entspricht, wurde STAT3-YFP stabil in 293-Flp-InTM-Zellen exprimiert.
Die Expression des Transgens kann in diesen Zellen durch Zugabe von Doxycyclin reguliert
werden.
Abb. 10A: Induzierbare STAT3-YFP-Expression in stabil transfizierten 293-STAT3-YFP-Zellen. Die
Expression von STAT3-YFP wurde bei 37°C für 6 h mit den angegebenen Konzentrationen bzw. mit 5 ng/ml
Doxycyclin für die genannten Zeiten induziert. Die Lysate der Zellen wurden im WB analysiert. Endogenes
STAT3 als auch induziertes STAT3-YFP konnte mittels eines spezifischen Antikörpers angefärbt werden. - B:
Fluoreszenzintensität des induzierten STAT3-YFP. Die Expression von STAT3-YFP wurde wie oben
induziert. - C: Quantifizierung der STAT3-YFP Fluoreszenz-Intensität bei verschiedenen
Induktionsbedingungen. 293-STAT-YFP-Zellen wurden wie angegeben mit Doxycyclin behandelt. Die relative
Fluoreszenz-Intensität fixierter Zellen wurde bei unveränderten Parametern (Intensität der anregenden
Wellenlänge, Signalverstärkung, Vergrößerung, Auflösung) gemessen. Es sind jeweils drei verschiedene Zellen
gemessen und die mittlere Fluoreszenz-Intensität berechnet worden. Die Fehlerindices geben die
Standardabweichung an. Die Analysen erfolgte am konfokalen Laserscanning-Mikroskop (Skalierung: 10 µm).
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Die STAT3-YFP-Expression in 293-STAT3-YFP-Zellen wurde in Abhängigkeit von der
Doxycyclin-Konzentration und der Inkubationszeit mit Hilfe des Western Blot sowie der
indirekten Immunfluoreszenz analysiert (Abb. 10A, B). Die Fluoreszenz-Intensität der
fixierten Zellen wurde anschließend quantifiziert (Abb. 10C). Die konfokalen Aufnahmen der
fixierten Zellen und die Quantifizierung der Fluoreszenz erfolgte bei gleichbleibenden
Mikroskopeinstellungen.
Die Expression von STAT3-YFP war nach Behandlung der Zellen mit 1-2 ng/ml Doxycyclin
für 6 h oder 5 ng/ml Doxycyclin für 4-5 h vergleichbar mit der Expression des endogenen
STAT3. Die so behandelten Zellen gaben in der Fluoreszenz-Mikroskopie ein gut
detektierbares Signal (Abb. 10B).
Abb. 10D: STAT3 nuclear bodies in 293-STAT3-YFP-Zellen. Die Zellen wurden für 4 h mit 5 ng/ml
Doxycyclin behandelt und anschließend für 15 min mit 20 ng/ml IL-6 und 1 µg/ml löslichem IL-6Rα (sR)
stimuliert. Die Ananlyse fixierter Zellen erfolgte am konfokalen Laserscanning-Mikroskop (Skalierung 10 µm).
Nach Behandlung der 293-STAT3-YFP-Zellen mit 5 ng/ml Doxycyclin für 4 h und
anschließender Stimulation mit IL-6 und löslichem IL-6Rα ließ sich die Ausbildung der
STAT3 nuclear bodies auch in diesen Zellen beobachten (Abb. 10D). Auf diese Weise konnte
gezeigt werden, dass die Formation von STAT3-YFP nuclear bodies kein Artefakt der
Überexpression darstellt.
Phosphorylierung von STAT3 in nuclear bodies
Um die Phosphorylierung von STAT3 in nuclear bodies zu überprüfen, wurde STAT3-YFP
in HepG2-Zellen überexprimiert. Die Tyrosin- und die Serinphosphorylierung von STAT3
wurde vor und nach Stimulation der Zellen mit IL-6 in der indirekten Immunfluoreszenz
untersucht (Abb. 11A, B). In unstimulierten Zellen konnte kein tyrosinphosphoryliertes
STAT3 detektiert werden. Latent nucleär lokalisiertes STAT3 ist nicht tyrosinphosphoryliert
(Abb. 10A, oben). Nach der Stimulation der Zellen ließ sich tyrosinphosphoryliertes STAT3
verteilt über die ganze Zelle, einschließlich des Nucleus, detektieren. Dabei zeigte sich eine
D
STAT3-YFP
unstimuliert                       + IL-6, sR
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Kolokalisation der Signale von STAT3-YFP in nuclear bodies und der STAT3-
Phosphotyrosin-spezifischen Anfärbung (Abb. 11A, unten). STAT3 in nuclear bodies ist
demnach an Tyrosin 705 phosphoryliert. Die STAT3-Serinphosphorylierung wurde ganz
ähnlich untersucht. Auch hier konnte in unstimulierten Zellen weder im Cytosol noch im
Nucleus ein Phosphoserin-spezifisches Signal detekiert werden (Abb. 11B, oben). Nach der
Stimulation der Zellen ließ sich serinphosphoryliertes STAT3 interessanterweise nur im 
Abb. 11: Phosphorylierung von STAT3 in nuclear bodies. In HepG2-Zellen wurde STAT3-YFP
überexprimiert. Die Zellen wurden mit 20 ng/ml IL-6 für 30 min stimuliert oder unstimuliert belassen. Fixierte
Zellen wurden anschließend (A) mit einem STAT3-Phosphotyrosin-spezifischen Antikörper oder (B) einem
STAT3-Phosphoserin-spezifischen Antikörper inkubiert. Ein TRITC-konjugierter sekundärer Antikörper diente
der Immunfärbung. Die Analyse der Zellen erfolgte am konfokalen Laserscanning-Mikroskop (Skalierung: 10
µm).
Nucleus detektieren (Abb. 11B, unten). Das deutet darauf hin, dass serinphosphoryliertes
STAT3 hauptsächlich im Nucleus stimulierter Zellen auftritt. Dabei zeigten STAT3-YFP in
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nuclear bodies und serinphosphoryliertes STAT3 eine Kolokalisation. STAT3 in nuclear
bodies ist also tyrosin- und serinphosphoryliert und somit vollständig aktiviert.
STAT3 nuclear bodies nach Stimulation mit IL-6-Typ Zytokinen
Die Formation von STAT3 nuclear bodies konnte ebenfalls nach Stimulation mit anderen IL-
6-Typ Zytokinen nachgewiesen werden. Dazu wurde STAT3-YFP in HepG2-Zellen
überexprimiert. Nach der Stimulation der Zellen mit 10 ng/ml OSM oder 20 ng/ml LIF für 30
min erfolgte die Fixierung der Zellen und anschließend die Analyse am konfokalen
Laserscanning Mikroskop. In unstimulierten Zellen ließ sich STAT3-YFP wie gewohnt diffus
verteilt über Cytoplasma und Zellkern nachweisen. Nach der Stimulation mit OSM oder LIF
konnte die Bildung von STAT3 nuclear bodies beobachtet werden. Verglichen mit STAT3
nuclear bodies, die nach der Stimulation mit IL-6 nachgewiesen wurden, sind auf den ersten
Blick weder in der Anzahl der nuclear bodies noch in ihrer Fluoreszenz-Intensität
Unterschiede auszumachen (Abb. 12).
Abb. 12: STAT3 nuclear bodies nach Stimulation mit IL-6, OSM und LIF. In HepG2-Zellen wurde STAT3-
YFP überexprimiert. Die Zellen wurden für 30 min mit 20 ng/ml IL-6, 10 ng/ml OSM oder 20 ng/ml LIF
stimuliert oder unstimuliert belassen und anschließend fixiert. Die Analyse der Zellen erfolgte am konfokalen
Laserscanning Mikroskop (Skalierung: 10 µm).
3.3. Analyse der Mobilität von STAT3-YFP in nuclear bodies mittels FRAP- und
FLIP- Techniken
Die Untersuchung der Mobilität von STAT3-YFP in nuclear bodies erfolgte mittels FRAP-
(fluorescence recovery after photobleaching) und FLIP-Techniken (fluorescence loss in
photobleaching) in lebenden Zellen.
STAT3-YFP
unstimuliert OSM LIFIL-6
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FRAP-Analysen
Mit Hilfe der FRAP-Technik läßt sich die Dynamik und Mobilität von fluoreszierenden
Fusionsproteinen in lebenden Zellen untersuchen. Dazu wird das fluoreszierende Molekül in 
Abb. 13: FRAP-Analyse der STAT3-YFP Mobilität. STAT3-YFP wurde in HepG2-Zellen überexprimiert.
Die Stimulation erfolgte mit 100 ng/ml IL-6. A: Ein einzelner STAT3-YFP nuclear body wurde 15 min nach der
Stimulation ausgesucht und das YFP-tag irreversibel mit dem 514 nm Laser ausgeblichen. Danach wurden zu
den angegebenen Zeitpunkten Aufnahmen gemacht. B: Für die quantitative FRAP-Messung wurden ROIs von 1
µm Durchmesser in die Nuclei von HepG2-Zellen gelegt, die STAT3-YFP überxprimieren. Die Messung
erfolgte vor (blauer Graph) und 15 min nach Stimulation mit IL-6 (grüner Graph). Die Fluoreszenz-Signale vor
dem Bleichen wurden normalisiert (100). Zur Kontrolle wurden HepG2-Zellen einbezogen, die YFP allein
exprimieren (schwarzer Graph). Jeder Graph repräsentiert den Mittelwert von fünf voneinander unabhängigen
Messungen.
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einer kleinen definierten Region (region of interest, ROI) der Zelle mit einem intensiven
Laser-Impuls irreversibel ausgeblichen. Danach wird die Rekonstitution des fluoreszierenden
Signals durch Austausch mit diffundierenden ungeblichenen Molekülen gemessen.
Für die FRAP-Analysen wurde STAT3-YFP in HepG2-Zellen überexprimiert. Ein einzelner
STAT3-YFP nuclear body wurde 15 min nach der Stimulation ausgewählt und das YFP-tag
des Fusionsproteins STAT3-YFP irreversibel ausgeblichen. Anschließend erfolgte die
bildgebende Aufzeichnung des Fluoreszenz-Recovery (Abb. 13A). Die Rekonstitution des
Fluoreszenz-Signals ließ sich innerhalb weniger Sekunden nach dem Bleichimpuls
beobachten. Das Fluoreszenz-Signal blieb anschließend konstant, erreichte aber nicht die
gleiche Intensität wie vor dem Bleichen. Das deutet darauf hin, dass ein gewisser Anteil des
STAT3-YFP hoch mobil ist und dass ein Austausch von STAT3-YFP zwischen dem nuclear
body und dem umgebenden nucleären Milieu stattfindet.
Für einen Vergleich der Mobilitäten von STAT3-YFP in unstimulierten und in stimulierten
Zellen wurde eine quantitative FRAP-Analyse erstellt. Die Messung erfolgte wiederum in
HepG2-Zellen, die STAT3-YFP überexprimieren. Als Referenz wurde die Mobilität des frei
diffundierenden YFP gemessen, das ebenfalls in HepG2-Zellen überexprimiert wurde. Für die
FRAP-Messung erfolgte ein initialer Bleichimpuls in einem definierten ROI. Anschließend
wurde die Recovery des Signals innerhalb dieses ROIs gemessen. Die Graphen der Abb. 13B
zeigen, dass die Mobilitäten von nucleärem YFP und STAT3-YFP in unstimulierten Zellen
sehr ähnlich sind. Die mobilen Fraktionen von YFP (83,2 + 5,5 %) und von STAT3-YFP
(76,6 + 4,1 %) sind vergleichbar groß. Der gemessene schnelle Anstieg der Fluoreszenz-
Intensität nach dem Bleichen ist charakteristisch für frei diffundierende Proteine. Die
Rekonstitution der Fluoreszenz von STAT3-YFP in nuclear bodies stimulierter Zellen verlief
ebenfalls sehr schnell. Allerdings erreichte das Signal nur etwa die Hälfte der ursprünglichen
Intensität (50,7 + 7,6 %). Daraus läßt sich schließen, dass ein gewisser Anteil von STAT3 in
nuclear bodies hoch mobil ist und zudem eine immobile Fraktion vorhanden sein muß.
FLIP-Analysen
Die FLIP-Technik bietet die Möglichkeit, die Kompartmentalisierung von Proteinen zu
visualisieren. Dazu wird das fluoreszierende Protein oder Molekül wiederholt in demselben
definierten ROI irreversibel geblichen. Frei diffundierende Proteine werden mit der Zeit durch
die Bleichpulse ausgeblichen. Proteine, die sich in einem Kompartiment befinden oder nicht
diffundieren, werden vom Bleichpuls nicht erfaßt und bleiben fluoreszierend. Vor dem
Bleichen und vor jedem neuen Bleich-Puls werden Bilder von der Zelle aufgenommen. So
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kann die Rate der Diffusion eines Proteins innerhalb eines bestimmten Kompartiments
visualisiert werden.
Die Mobilität von STAT3-YFP wurde durch eine FLIP-Analyse in stimulierten und
unstimulierten Zellen analysiert. Dazu wurde STAT3-YFP in HepG2-Zellen überexprimiert.
Die Aufnahmen umfaßten stets zwei Zellen, wobei die zweite Zelle als Fluoreszenz-Kontrolle
diente, da die Aufnahmen selbst artifizielle Bleicheffekte nach sich ziehen. Nach einer ersten
Aufnahme vor dem Bleichen wurde ein definiertes Bleich-ROI in einer der beiden Zellen
festgelegt und kontinuierlich mit dem 514 nm Laser geblichen. Bilder wurden zu den
Zeitpunkten 30 s, 90 s und 120 s nach Beginn des Bleichens aufgenommen (Abb. 14). In
stimulierten Zellen wurde das Bleich-ROI im Zellkern in eine Region gelegt, die keine
STAT3 nuclear bodies beherbergte. Zum Bleichen in unstimulierten Zellen wurden zwei
Ansätze gewählt: Es wurde entweder ein Bleich-ROI in das Cytoplasma (Abb. 14, Mitte) oder
in den Zellkern gelegt (Abb. 14, unten).
Nach Bleichen im Nucleus unstimulierter Zellen blieb die Fluoreszenz im Cytoplasma 
Abb. 14: FLIP-Analyse der STAT3-YFP Mobilität. STAT3-YFP wurde in HepG2-Zellen
Jede Reihe zeigt fluoreszierendes STAT3-YFP vor dem Bleichen (0 s) und nach drei Bleichper
120 s). Die Bleichregion ist durch weiße Kreise angezeigt. Die Zellen wurden mit 20 ng/ml IL
15 min danach geblichen oder unstimuliert belassen. Unstimulierte Zellen wurden im Cytopla
im Nucleus kontinuierlich geblichen (unten). Stimulierte Zellen wurden in einer Region des
geblichen, das keine STAT3 nuclear bodies beherbergte. Die Fluoreszenz-Intensität ist im 
angezeigt. Rot zeigt hohe Intensität, grün und blau zeigen niedrige Intensitäten an (Skalierung: 1
erhalten, während die Fluoreszenz im Zellkern komplett verloren ging (Abb. 14
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Fluoreszenz im Cytoplasma wurde hingegen vollständig ausgeblichen (Abb. 14, Mitte). Diese
Beobachtungen deuten darauf hin, dass STAT3-YFP in Cytoplasma und Nucleus
unstimulierter Zellen frei diffundiert. In stimulierten Zellen ist im Cytoplasma kaum mehr ein
fluoreszierendes Signal detektierbar. Das Bleichen im Nucleoplasma stimulierter Zellen
führte zur Abnahme der Fluoreszenz im Nucleus, wobei die STAT3 nuclear bodies zwar
erhalten blieben, allerdings ebenfalls in ihrer Fluoreszenz-Intensität abnahmen (Abb. 14,
oben). Kontinuierliches Bleichen von nucleärem STAT3-YFP, das nicht in nuclear bodies
vorliegt, zeigte ebenfalls ein Verhalten, das freier Diffusion gleicht. Die Abnahme der
Fluoreszenz-Intensität der STAT3 nuclear bodies deutet darauf hin, dass es zu einem
Austausch von STAT3-YFP zwischen nuclear bodies und umgebendem Milieu kommt, ein
gewisser Anteil von STAT3-YFP aber nicht diffundiert. Die FLIP-Experimente bestätigen
also die Befunde aus den FRAP-Studien.
3.4. Vergleichende Lokalisierungsstudie von STAT3 nuclear bodies und dem
Spleissfaktorenkompartiment SFC sowie PML bodies
Die bis hierher beschriebenen Beobachtungen zeigten, dass aktiviertes STAT3 konzentriert in
nuclear bodies auftritt. Innerhalb dieser subnucleären Strukturen ist die Mobilität eines
gewissen Anteils von STAT3 einerseits eingeschränkt, andererseits konnte gezeigt werden,
dass es einen mobilen Anteil von STAT3 in nuclear bodies gibt und dass zwischen STAT3
nuclear bodies und dem umgebenden nucleären Milieu ein schneller Austausch von STAT3
stattfindet. Solche Eigenschaften sind auch für andere Proteine beschrieben worden, die in
den subnucleären Kompartimenten SFC und PML bodies lokalisiert sind [46]. Aus diesem
Grunde wurden Kolokalisationsstudien mit STAT3 und den in SFCs residenten Proteinen SC-
35 und ASF/SF2 sowie mit STAT3 und PML durchgeführt. Dazu wurde STAT3-YFP in
HepG2-Zellen überexprimiert und SC-35 wurde in stimulierten wie unstimulierten Zellen
immungefärbt (Abb. 15A). Weiterhin wurden GFP-ASF/SF2 und STAT3 in HepG2-Zellen
überexprimiert. Die Immunfärbung von STAT3 erfolgte nach IL-6 Stimulation und
anschließender Fixierung der Zellen (Abb. 15B). Die konfokalen Aufnahmen zeigen eine
gefleckte Verteilung von SC-35 und ASF/SF2 im Nucleus. Die SFCs erscheinen im
Gegensatz zu den punktförmigen STAT3 nuclear bodies diffus. Die Übereinanderlagerung
der Aufnahmen zeigt, dass STAT3 nuclear bodies und die SFCs nicht kolokalisiert sind.
Allerdings ist festzuhalten, dass die STAT3 nuclear bodies häufig an der Peripherie der SFCs
auftreten.
Ergebnisse
46
Zur Untersuchung der räumlichen Beziehung von STAT3 nuclear bodies und PML bodies
wurde STAT3-YFP in HepG2-Zellen überexprimiert. Die Immunfärbung mit einem PML- 
Abb. 15. Lokalisierung von SC-35, GFP-ASF/SF2, PML und STAT3 oder STAT3-YFP. A: STAT3-YFP
wurde in HepG2-Zellen überexprimiert. Zellen wurden wie angegegeben für 30 min mit 20 ng/ml IL-6 stimuliert
oder unstimuliert belassen. Die Immunfärbung fixierter Zellen erfolgte mit einem SC-35-spezifischen Antikörper
und einem TRITC-konjugierten sekundären Antikörper. B: In HepG2-Zellen wurden GFP-ASF/SF2 und STAT3
überexprimiert. Nach IL-6 Stimulation mit 20 ng/ml für 15 min wurden die Zellen fixiert und STAT3 wurde mit
einem STAT3-spezifischen Antkörper und einem TRITC-konjugierten sekundären Antikörper angefärbt. C
STAT3-YFP wurde in HepG2-Zellen überexprimiert. Zellen wurden für 30 min mit IL-6 stimuliert oder
unstimuliert belassen. Die Immunfärbung fixierter Zellen erfolgte mit einem PML-spezifischen Antikörper und
einem TRITC-konjugierten sekundären Antikörper. Alle Bilder wurden am konfokalen Laserscanning
Mikroskop aufgenommen (Skalierung: 10 µm).
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spezifischen Antikörper erfolgte für stimulierte wie unstimulierte Zellen (Abb. 15C). PML
bodies waren sowohl in stimulierten als auch unstimulierten Zellen zu beobachten. Im
Gegensatz dazu traten die STAT3 nuclear bodies wie gewohnt nur in stimulierten Zellen auf.
Die Übereinanderlagerung der Aufnahmen zeigt deutlich, dass STAT3 nuclear bodies und
PML bodies nicht kolokalisiert sind. Hieraus ist zu schließen, dass SFCs und PML bodies von
STAT3 nuclear bodies räumlich getrennt sind und unterschiedliche subnucleäre
Kompartimente darstellen.
Frühere Studien haben zeigen können, dass die subnucleäre Lokalisation von Proteinen durch
posttranslationale Sumoylierung beeinflußt wird [47]. Außerdem konnten Kotaja et al. [48]
zeigen, dass das mit STAT3 interagierende Protein PIAS3 eine SUMO-Ligase-Aktivität
entfaltet. Unsere Versuche die Sumoylierung von STAT3 in der indirekten Immunfluoreszenz
oder dem Western Blot nachzuweisen, schlugen jedoch fehl. Das deutet darauf hin, dass
STAT3 in nuclear bodies kein primäres Ziel für eine Sumoylierung ist.
3.5. Nachweis der Lokalisierung von STAT3 nuclear bodies an Orten aktiver
Transkription
STAT3 wurde ursprünglich als ein Transkriptionsfaktor entdeckt, der nach Stimulation mit
IL-6 die Synthese von Akutphase Proteinen induziert [8]. Es ist deshalb zu erwarten, dass
aktiviertes STAT3 an Orten erhöhter Transkription lokalisiert ist.
Abb. 16A: Lokalisierung von CBP und STAT3. STAT3-YFP wurde in HepG2-Zellen überexprimiert. Die
Stimulation der Zellen erfolgte für 30 min mit 20 ng/ml IL-6. Fixierte Zellen wurden mit einem CBP-
spezifischen Antikörper und einem TRITC-konjugierten sekundären Antikörper behandelt. Die Aufnahmen
wurden am konfokalen Laserscanning Mikroskop gemacht (Skalierung: 10 µm).
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Um eine mögliche Beziehung zwischen STAT3 nuclear bodies und Orten aktiver
Transkription herstellen zu können, wurden Proteine, die Orte aktiver Transkription
markieren der Immunfärbung unterzogen und mit der Lokalisierung  von STAT3 nuclear
bodies verglichen. Zu solchen Transkription-markierenden Proteinen bzw. Molekülen zählen
CBP, das eine intrinsische Histon-Acetyltransferase-Aktivität besitzt (Abb. 16A), die 
Abb. 16B/C: Lokalisierung acetylierter Histone (H3, H4) und STAT3. STAT3-YFP wurde in HepG2-Zellen
überexprimiert. Die Stimulation der Zellen erfolgte für 30min mit 20 ng/ml IL-6. Fixierte Zellen wurden mit
spezifischen Antikörpern, die gegen die acetylierten Histone H3 bzw. H4 gerichtet sind und einem TRITC-
konjugierten sekundären Antikörper behandelt. Die Aufnahmen wurden am konfokalen Laserscanning
Mikroskop gemacht (Skalierung: 10 µm).
acetylierten Histone H3 und H4 (Abb. 16B und C) sowie neu synthetisierte prä-mRNS (Abb.
17). Wie erwartet treten CBP und acetyliertes H3 und H4 sowie neu synthetisierte prä-mRNS
hauptsächlich im Zellkern auf (Abb. 16 A, B, C und Abb. 17). Nach Stimulation der Zellen
mit IL-6 ließ sich beobachten, dass STAT3 nuclear bodies bevorzugt in Regionen auftreten,
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die auch CBP und acetylierte Histone H3 und H4 beherbergen. Größtenteils sind STAT3
nuclear bodies und CBP, H3 und H4 in subnucleären Strukturen kolokalisiert (Abb. 16A, B
und C, weiße Kreise). Eine ähnliche Verteilung ließ sich für STAT3 nuclear bodies und neu
synthetisierte prä-mRNS beobachten. Neu synthetisierte prä-mRNS in STAT3-YFP
überexprimierenden HepG2-Zellen wurde durch Kurzzeit-Inkubation mit Brom-Uridin
markiert und anschließend mit einem Brom-Uridin-spezifischen Antikörper immungefärbt.
Die neu synthetisierte prä-mRNS ist diffus in punktförmigen Strukturen über den Nucleus
verteilt. Diese Strukturen sind größtenteils mit STAT3 nuclear bodies kolokalisiert (Abb. 17,
oben, in Fehlfarben unten).
Nucleäre Regionen, die erhöhte Konzentrationen neu synthetisierter prä-mRNS aufweisen,
beherbergen außerdem eine erhöhte Anzahl von STAT3 nuclear bodies (Abb. 17, unten,
weißer Kreis). Diese Beobachtungen deuten insgesamt darauf hin, dass STAT3 nuclear
bodies mit Orten erhöhter aktiver Transkription vergesellschaftet sind.
Abb. 17: Lokalisierung neu synthetisierter prä-mRNS und STAT3 nuclear bodies. STAT3-YFP wurde in
HepG2-Zellen überexprimiert. Vor der Fixierung und Stimulation wurden die Zellen mit 1 mM Brom-Uridin für
30 min in Kulturmedium inkubiert. Die Stimulation der Zellen erfolgte mit 20 ng/ml IL-6 für 30 min in
Anwesenheit des Brom-Uridin. (oben). Inkorporiertes Brom-Uridin wurde mit einem spezifischen Brom-Uridin-
und einem TRITC-konjugierten sekundären Antikörper angefärbt. Die Intensitäten des Brom-Uridin- und des
STAT3-YFP-Signals sind zusätzlich im Fehlfarben-Modus dargestellt; höchste Intensitäten sind in weiß und rot,
geringe Intensitäten sind in blau und schwarz angezeigt (unten). Die Bilder wurden am konfokalen
Laserscanning Mikroskop aufgenommen (Skalierung: 10 µm).
3.6. Der Transkriptionsinhibitor Actinomycin D greift nicht in die Formation von
STAT3 nuclear bodies ein
Zur Klärung der Frage, ob die aktive Transkription eine unverzichtbare Bedingung für die
Ausbildung der STAT3 nuclear bodies ist, wurde die nucleäre Lokalisierung von STAT3 in
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Anwesenheit von Actinomycin D untersucht. Actinomycin D ist ein potenter Inhibitor der
DNS-abhängigen RNS-Synthese. Die Behandlung von HepG2-Zellen, die STAT3-YFP
überexprimieren, mit Actinomycin D oder dem Lösungsmittel DMSO beeinträchtigte weder
die nucleäre Translokation von STAT3 noch die Formation von STAT3 nuclear bodies (Abb.
18). Daraus läßt sich schließen, dass die Formation von STAT3 nuclear bodies keine aktive
Transkription erfordert.
Abb. 18: Actinomycin D greift nicht in die Ausbildung von STAT3 nuclear bodies ein. HepG2-Zellen, die
STAT3-YFP überexprimieren, wurden 2 h vor der Stimulation mit 4 µM Actinomycin D in DMSO oder dem
Lösungsmittel DMSO als Kontrolle inkubiert oder unbehandelt belassen. Nach der Stimulation mit 20 ng/ml IL-
6 für 30 min erfolgte die Fixierung der Zellen. Die Aufnahmen wurden am konfokalen Laserscanning
Mikroskop gemacht (Skalierung: 10 µm).
3.7. Die STAT3-Transaktivierungsdomäne vermittelt die Formation von STAT3
nuclear bodies
Bisher konnte gezeigt werden, dass aktives STAT3 in nuclear bodies lokalisiert ist. STAT3
nuclear bodies sind zudem mit Orten aktiver Transkription kolokalisiert. In früheren Studien
wurde berichtet, dass die Transaktivierungsdomäne (TAD) von STAT3 eine zentrale Rolle bei
der Induktion von Zielgenen spielt [4].
Zur Untersuchung der Frage, ob die Transaktivierungsdomäne für die Formation der STAT3
nuclear bodies wichtig ist, wurde das Fusionsprotein STAT3-∆TAD709-YFP generiert.
STAT3-∆TAD709-YFP ist C-terminal um 61 Aminosäuren verkürzt (∆710-770), so dass die
TAD fehlt. Es kann daher nicht mehr am Serinrest S727 phosphoryliert werden (Abb. 19B).
Die funktionelle Charakterisierung erfolgte im Western Blot und der Reportergen-Analyse.
Dazu wurden STAT3-∆TAD709-YFP, STAT3-YFP oder STAT3 und die chimären
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Rezeptorketten IL-5Rα/β-gp130 in COS-7-Zellen überexprimiert. Zur Kontrolle wurde ein
Leervektor kotransfiziert (Abb. 20). Im Western Blot konnten sowohl endogenes als auch
transfiziertes STAT3 sowie transfiziertes STAT3-YFP und STAT3-∆TAD709-YFP detektiert 
Abb. 19: Domänenstruktur von STAT3-YFP, STAT3-∆TAD709-YFP und STAT3-CFP. A: YFP wurde C-
terminal an STAT3α fusioniert. B: Bei STAT3-∆TAD709-YFP wurden C-terminal 61 Aminosäurereste deletiert.
Der linker zwischen STAT3-∆TAD709 und YFP umfaßt wie bei STAT3-YFP die drei Aminosäuren WSP. C Das
cyan fluorescent protein (CFP) wurde C-terminal an STAT3α fusioniert. Die Domänengrenzen sind gewählt
nach Becker et al. [15].
Abb. 20: Tyrosin-Phosphorylierung von STAT3-∆TAD709-YFP. COS-7 Zellen wurden mit
Expressionsvektoren, die STAT3, STAT3-YFP oder STAT3-∆TAD709-YFP sowie chimäre IL-5Rα/β-gp130
Rezeptorketten kodieren, transfiziert. Die Zellen wurden für 30 min mit 20 ng/ml IL-5 stimuliert oder
unstimuliert belassen. Die Lysate wurden im Western Blot mittels eines STAT3-Phosphotyrosin-spezifischen
Antikörpers analysiert (oben). Nach dem strip erfolgte die Gegenfärbung mit einem Antikörper gegen STAT3
(unten). *) bezeichnet eine unspezifisch auftretende Bande.
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werden. Die elektrophoretische Mobilität von STAT3-∆TAD709-YFP ist aufgrund der
geringeren molekularen Masse höher als die von STAT3-YFP (Abb. 20, unten, Spuren 7 und
8). Nach der Stimulation mit IL-5 ist die Tyrosinphosphorylierung sowohl von STAT3,
STAT3-YFP und STAT3-∆TAD709-YFP detektierbar. Der Grund für das Auftreten einer
unspezifischen Bande auf der Höhe von STAT3-YFP ist ungeklärt (Abb 20, oben, *).
Zur Überprüfung der funktionalen Gen-Induktion durch das Fusionsprotein STAT3-∆TAD709-
YFP wurde ein Reportergen-Assay durchgeführt. Frühere Studien haben gezeigt, dass
gleichartige C-terminale Verkürzungen von STAT3α dominant-negativ auf die Geninduktion
wirken (Caldenhoven etal JBC 1996). Im Vergleich zu Leervektor-, STAT3- und STAT3-
YFP-transfizierten Zellen, zeigte sich bei STAT3-∆TAD709-YFP-transfizierten Zellen wie
erwartet eine signifikante Abnahme der Reportergen-Induktion (Abb. 21).
Abb. 21: Geninduktion durch STAT3-YFP. HepG2-Zellen wurden mit einem STAT3 responsiven Luciferase-
Reportergenplasmid (α2M-luc), einem β-Galaktosidase-kodierenden Plasmid sowie Leervektor (mock) oder
Expressionsvektoren für STAT3, STAT3-YFP oder STAT3-∆TAD709-YFP transfiziert. Die Zellen wurden für 16
h mit 20 ng/ml IL-6 stimuliert (schwarze Balken) oder blieben unstimuliert (graue Balken). Die Balken
repräsentieren Mittelwerte der resultierenden relativen Luciferase-Aktivität (RLA) aus drei parallelen
Experimenten. Die Standardabweichung ist durch Fehlerindices angegeben.
Bezüglich elektrophoretischer Mobilität und Tyrosinphosphorylierung ist STAT3-∆TAD709-
YFP funktional. Bei der Geninduktion verhält sich STAT3-∆TAD709-YFP wie ewartet
dominant-negativ.
Das Verhalten von STAT3-∆TAD709-YFP in der subzellulären Lokalisierung wurde in
Gegenwart eines Fusionsproteins aus STAT3 und dem cyan-fluoreszierenden Protein
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(STAT3-CFP) untersucht. Diese Vorgehensweise erlaubt aufgrund der unterschiedlichen
Fluorophore einen direkten Vergleich der Lokalisierung des Wildtyp-repräsentierenden
STAT3-CFP mit YFP-markierten Konstrukten.
Abb. 22: Lokalisierung von STAT3-∆TAD709-YFP. A: HepG2-Zellen, die STAT3-YFP und STAT3-CFP
überexprimieren, wurden mit 20 ng/ml IL-6 für 30 min stimuliert oder unstimuliert belassen. Die fixierten Zellen
wurden mit dem konfokalen Laserscanning Mikroskop analysiert. B: HepG2-Zellen, die STAT3-∆TAD709-YFP
und STAT3-CFP überexprimieren, wurden mit 20 ng/ml IL-6 für 30 min stimuliert oder unstimuliert belassen.
Die fixierten Zellen wurden mit dem konfokalen Laserscanning Mikroskop analysiert. YFP wurde mit dem 514
nm Laser und CFP mit dem 458 nm Laser angeregt. Das YFP-Signal wurde mit einem Bandpassfilter BP 530-
600 nm, das CFP-Signal mit BP 470-490 nm detektiert (Skalierung: 10 µm).
Die Untersuchung der subzellulären Verteilung von STAT3-∆TAD709-YFP vor und nach
Stimulation erfolgte in HepG2-Zellen. Dazu wurde STAT3-YFP oder STAT3-∆TAD709-YFP
jeweils mit STAT3-CFP überexprimiert. In HepG2-Zellen, die STAT3-YFP und STAT3-CFP
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überexprimieren, ließ sich eine heterogene Verteilung von fluoreszierendem STAT3 über die
gesamte Zelle einschließlich des Zellkerns beobachten (Abb. 22A, oben). Nach der
Stimulation mit IL-6 zeigte STAT3-YFP sowie STAT3-CFP neben der nucleären
Translokation die Formation von STAT3 nuclear bodies (Abb. 22A, unten).
In HepG2-Zellen, die STAT3-∆TAD709-YFP und STAT3-CFP überexprimieren, ließ sich vor
der Stimulation ebenfalls eine heterogene Verteilung von STAT3-∆TAD709-YFP und STAT3-
CFP über die gesamte Zelle einschließlich des Zellkerns nachweisen (Abb. 22B, oben). Nach
der Stimulation mit IL-6 zeigte STAT3-∆TAD709-YFP zwar eine nucleäre Translokation,
wurde aber nicht in nuclear bodies beobachtet. Zusätzlich zeigte STAT3-CFP ebenfalls keine
Ausbildung von STAT3 nuclear bodies, weil STAT3-∆TAD709-YFP die Formation von
STAT3 nuclear bodies unterbindet (Abb. 22B, unten).
Abb. 23: Subnucleäre Verteilung von STAT3-∆TAD709-YFP A: STAT3-YFP oder STAT3-CFP wurde in
HepG2-Zellen überexprimiert. Die unterschiedlich transfizierten Zellen wurden auf gemeinsame Objektträger
ausgesät. Die Stimulation erfolgte mit 20 ng/ml IL-6 für 30 min. Die fixierten Zellen wurden mittels des
Laserscanning Mikroskops analysiert. B: STAT3-∆TAD709-YFP oder STAT3-CFP wurde in HepG2-Zellen
überexprimiert. Die unterschiedlich transfizierten Zellen wurden auf gemeinsame Objektträger ausgesät. Die
Stimulation erfolgte mit 20 ng/ml IL-6 für 30 min. Die fixierten Zellen wurden mittels Laserscanning
Mikroskopie analysiert. YFP wurde mit dem 514 nm Laser und CFP mit dem 458 nm Laser angeregt. Das YFP-
Signal wurde mit einem Bandpassfilter BP 530-600 nm, das CFP-Signal mit BP 470-490 nm detektiert
(Skalierung: 10 µm).
Die Untersuchung der subnucleären Verteilung von STAT3-∆TAD709-YFP nach Stimulation
wurde zusätzlich mit HepG2-Zellen wiederholt, die entweder STAT3-YFP oder STAT3-
∆TAD709-YFP oder STAT3-CFP überexprimieren. Dabei wurden STAT3-YFP exprimierende
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Zellen gemeinsam mit STAT3-CFP exprimierenden Zellen ausgesät (Abb. 23A). STAT3-
∆TAD709-YFP exprimierende Zellen wurden ebenfalls mit STAT3-CFP exprimierenden
Zellen ausgesät (Abb. 23B).
Nach Stimulation mit IL-6 ließ sich beobachten, dass sowohl STAT3-YFP als auch STAT3-
CFP die Formation von nuclear bodies zeigen (Abb. 23A). STAT3-∆TAD709-YFP zeigte
lediglich eine leichte Anreicherung im Nucleus, während die benachbarte Zelle deutlich die
Formation von STAT3-CFP in nuclear bodies aufweist (Abb. 23B).
Um ausschließen zu können, dass endogenes STAT3 mit der nucleären Translokation von
STAT3-∆TAD709-YFP oder der Formation von nuclear bodies interferiert, wurden STAT3
defiziente MEF∆/∆-Zellen einbezogen. Dazu wurde STAT3-YFP oder STAT3-∆TAD709-YFP
in MEF∆/∆-Zellen überexprimiert. Die Untersuchung der subzellulären Verteilung von
STAT3-YFP und STAT3-∆TAD709-YFP vor und nach Stimulation erfolgte an fixierten Zellen
(Abb. 24).
Abb. 24: Lokalisierung von STAT3-YFP und STAT3-∆TAD709-YFP in MEF∆/∆-Zellen. STAT3-YFP und
STAT3-∆TAD709-YFP wurde in MEF∆/∆-Zellen überexprimiert. Die Stimulation erfolgte mit 20 ng/ml IL-6 und
1 µg/ml löslichem IL-6Rα oder die Zellen blieben unstimuliert. Anschließend wurden die Zellen fixiert und am
konfokalen Laserscanning Mikroskop analysiert (Skalierung: 10 µm).
Vor der Stimulation zeigte sich STAT3-YFP und STAT3-∆TAD709-YFP diffus über die
gesamte Zelle verteilt. Der Nucleus zeigt für beide Fusionsproteine ein leicht schwächeres
Signal als das Cytoplasma. Nach der Stimulation ließ sich für STAT3-YFP die Ausbildung
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von nuclear bodies beobachten. STAT3-∆TAD709-YFP zeigte nach der Stimulation mit IL-6
lediglich eine schwache nucleäre Anreicherung. Die Bildung von nuclear bodies konnte für
STAT3-∆TAD709-YFP nicht beobachtet werden.
Diese Befunde deuten darauf hin, dass die Transaktivierungsdomäne an der Formation von
STAT3 nuclear bodies beteiligt ist. Desweiteren spiegelt sich der im Reportergen-Assay
gemessene dominant-negative Effekt von STAT3-∆TAD709-YFP in der Unterdrückung der
Ausbildung von STAT3-CFP nuclear bodies wider (Abb. 22B, unten). Beide Befunde sind
wichtige Hinweise darauf, dass STAT3 nuclear bodies mit aktiver Transkription in
Verbindung zu bringen sind.
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4 Diskussion
Im Rahmen der hier vorliegenden Arbeit wurde die nucleäre Verteilung und Mobilität von
STAT3 untersucht. Interessanterweise konnte aktiviertes STAT3 nach der Stimulation mit IL-
6, OSM oder LIF in punktförmigen Strukturen im Zellkern nachgewiesen werden, während
STAT3 vor der Stimulation diffus über die gesamte Zelle verteilt war. Diese Strukturen
wurden als STAT3 nuclear bodies bezeichnet. 
Die Bildung von STAT3 nuclear bodies trat transient auf. STAT3 nuclear bodies erschienen
in Zellen, die STAT3 oder STAT3-YFP überexprimierten, mit höherer Fluoreszenz-Intensität.
Die Kinetik der nuclear body-Formation korrelierte mit der STAT3 Tyrosinphosphorylierung:
Bereits 15 min nach der Stimulation waren STAT3 nuclear bodies detektierbar, nahmen bis
30 min nach der Stimulation an Intensität und Anzahl zu und waren nach einer Stunde wieder
vollständig verschwunden. STAT3 war 60 min nach der Stimulation diffus über die gesamte
Zelle, einschließlich des Zellkerns, verteilt. Diese Beobachtung wurde sowohl in lebenden als
auch fixierten Zellen gemacht.
Im Rahmen der funktionellen Charakterisierung wurde das Fusionsprotein STAT3-YFP
bezüglich seiner DNS-Bindungsaktivität untersucht. Dabei zeigte sich, dass die STAT3-
YFP/DNS-Bindung geringer ist als die Bindung von STAT3 an die DNS (Abb. 5B). Eine
Ursache dafür könnte sein, dass YFP C-terminal an STAT3 fusioniert wurde. Dadurch ist
möglicherweise die Interaktion von STAT3 mit anderen Proteinen, die für die Stabilisierung
der STAT3-DNS-Bindung sorgen, gestört. Nach Überexpression von STAT3-YFP reicht die
DNS-Bindungsaktivität allerdings aus, um STAT3-responsive Zielgene zu induzieren.
Die Studien zur Lokalisierung von STAT3-YFP wurden größtenteils in HepG2-Zellen
durchgeführt, wobei STAT3-YFP überexprimiert wurde. Um ausschließen zu können, dass
die STAT3 nuclear bodies ein Artefakt der Überexpression sind, wurde STAT3-YFP stabil in
Hek293-Flp-InTM-Zellen eingebracht. In diesen Zellen ist das Transgen STAT3-YFP
induzierbar. Auf diese Weise konnte mittels Doxycylin eine intrazelluläre STAT3-YFP-
Konzentration eingestellt werden, die der Expression des endogenen STAT3 entspricht. Die
Stimulation von Hek293-STAT3-YFP-Zellen mit IL-6 und löslichem IL-6Rα führte zur
Ausbildung von STAT3 nuclear bodies. Damit kann ein Überexpressionsartefakt
ausgeschlossen werden.
Vor der Stimulation war STAT3-YFP diffus über die gesamte Zelle verteilt und auch im
Zellkern detektierbar. Dabei ist fraglich, welche Funktion STAT3 vor der Stimulation im
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Zellkern übernimmt und über welchen Mechanismus STAT3 in den Zellkern gelangen
konnte. Ein konstitutives shuttling zwischen Cytoplasma und Nucleus ist von STAT1 bekannt
[49] und konnte auch von uns nachgewiesen werden [53]. Dabei entfaltet nicht aktiviertes
STAT1 im Zellkern eine transkriptionelle Aktivität [50]. Der genaue Mechanismus dieser
konstitutiven Translokation ist noch nicht näher untersucht. Es gibt allerdings Hinweise
darauf, dass die N-terminale Domäne neben der SH2-Domäne ebenfalls für die STAT-
Dimerisierung sorgt und somit den Transport in den Zellkern ermöglicht [51]. Auch STAT5b
zeigt ein konstitutives shuttling [52]. In diesem Falle wird allerdings davon ausgegangen, dass
sich STAT5b als Monomer zwischen Nucleus und Cytoplasma bewegt. Eine von uns
untersuchte N-terminale Verkürzung von STAT3 um 320 Aminosäuren führt zum Ausschluß
von STAT3 aus dem Zellkern [53]. Das deutet darauf hin, dass es für STAT3 einen ähnlichen
Dimerisierungs- und Transportmechanismus geben könnte wie für STAT1. Hieraus ergibt
sich die interessante Fragestellung, ob unphosphoryliertes STAT1 ebenfalls in nuclear bodies
auftritt und so die konstitutive transkriptionelle Aktivität von STAT1 wider spiegelt. In
unseren Studien konnte STAT3 in unstimulierten Zellen nie in nuclear bodies beobachtet
werden.
Mittels einer Immunfärbung konnte nachgewiesen werden, dass STAT3 nuclear bodies
aktiviertes STAT3 beherbergen, das sowohl an Tyrosin 705 als auch an Serin 727
phosphoryliert ist. Tyrosinphosphoryliertes STAT3 erschien dabei verteilt über das
Cytoplasma und den Nucleus. Serin- und Tyrosinphosphoryliertes STAT3 hingegen konnte
nur im Zellkern nachgewiesen werden. Diese Beobachtungen stützen bisherige Befunde, nach
denen STAT3 außerhalb des Zellkerns am Tyrosinrest 705 phosphoryliert wird und in den
Zellkern transloziert. Nucleäres STAT3 wird anschließend im Zellkern am Serinrest 727
phosphoryliert [4]. Während klar ist, dass die STAT3-Tyrosinphosphorylierung am Rezeptor
stattfindet, so ist hingegen unklar, welche Kinase für die Phosphorylierung des Serinrestes
sorgt. Abhängig vom experimentellen System, vom Zelltyp und vom untersuchten Signalweg
gibt es Hinweise, dass PKCδ [54], p38 MAPK [55], MEKK1 [56], ERK [57], FRAP [58],
oder die Ca2+/Calmodulin-abhängige Kinase II [59] für die Serinphosphorylierung von
STAT3 verantwortlich sind. Außerdem scheinen auch die HIP-Kinase 2 (HIPK2) sowie
DYRK1A auf die Serinphosphorylierung von STAT3 Einfluß zu nehmen [60]. Eigene
Untersuchungen haben gezeigt, dass eine Kinase-defiziente Form der HIPK2 die Antwort
eines STAT3-responsiven Reportergens nach Stimulation mit IL-6 in HepG2-Zellen
abschwächt (Daten nicht gezeigt). Dieser Befund unterstützt die mögliche Bedeutung von
HIPK2 für die Serinphosphorylierung von STAT3. HIPK2 könnte also ebenfalls auch auf die
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Bildung von STAT3 nuclear bodies Einfluß nehmen. Überdies führte der Einsatz des
MEKK1-Inhibitors PD98059 zur Unterdrückung der Bildung von STAT3 nuclear bodies in
Hek293-STAT3-YFP-Zellen nach Stimulation mit IL-6 und löslichem IL-6Rα (Daten nicht
gezeigt). Dieser Befund deutet darauf hin, dass der MAPK-Signalweg in die Formation der
STAT3 nuclear bodies involviert ist. Für eine nähere Untersuchung der Bedeutung von
Kinasen bzw. STAT3-Interaktionspartnern, die für die Serinphosphorylierung von STAT3
und darüber hinaus für die Formation von STAT3 nuclear bodies verantwortlich sein könnten,
wäre der Einsatz von STAT3-Konstrukten interessant, die C-terminal mutiert sind.
Insbesondere die Punktmutation STAT3-S727A dürfte bezüglich des Einflusses des C-
Terminus auf die Formation von STAT3 nuclear bodies aufschlußreich sein. Untersuchungen
zur Rolle des MAPK-Signalweges sollten zukünftig einbezogen werden.
4.1. STAT3 nuclear bodies im Vergleich mit anderen nucleären Domänen
Auch andere Faktoren, die in die Transkription eingreifen, reichern sich in nuclear bodies
bzw. nucleären Domänen an. Ihr Erscheinen zeigte sich dabei entweder abhängig von der
Stimulation oder vom Zellzyklus. Neben dem Androgen Rezeptor (AR) und dem
Glukokortikoid Rezeptor (GR) konnten PTF, Oct1 sowie die Transkriptionsrepressoren TEL,
TDB und EVI1 in punktförmigen nucleären Domänen nachgewiesen werden.
Die Anwesenheit von AR [29] und GR [28] in nucleären Domänen hängt von der Stimulation
mit Steroidhormonen ab. Eine Kinetik ist nicht näher beschrieben. Sowohl für AR als auch für
GR wird die Formation nucleärer Domänen nach Stimulation in Zusammenhang mit
transkriptioneller Aktivität gebracht.
Die OPT-Domäne, in der die transkriptionsaktivierenden Proteine PTF und Oct1 auftreten,
ließ sich in Abhängigkeit vom Zellzyklus beobachten. Sie erscheint während der G1-Phase
und verschwindet in der S-Phase des Zellzyklus [61].
Die sogenannten TEL bodies, die den Transkriptionsrepressor TEL beherbergen, erscheinen
ebenfalls in Abhängigkeit vom Zellzyklus, allerdings nur während der S-Phase. Überdies
hängt die Formation von TEL bodies von der Sumoylierung der Helix-Schleife-Helix-
Domäne des TEL-Proteins ab [47]. Die Akkumulation von TDP in nuclear bodies [62] und
EVI1 [63], beide Proteine sind transkriptionelle Repressoren, ist nicht näher untersucht.
Der Einfluß des Zellzyklus auf die Ausbildung von STAT3 nuclear bodies ist unklar. Die
Formation von STAT3 nuclear bodies ließ sich nach der Stimulation mit IL-6 Typ Zytokinen
in HepG2-, COS7- und MEF-Zellen beobachten, ähnlich wie es für AR und GR beschrieben
worden ist. Allerdings konnte beobachtet werden, dass nicht alle Zellen nach der Stimulation
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STAT3 nuclear bodies aufwiesen. Der überwiegende Teil der Zellen schien auf die
Stimulation mit IL-6, OSM oder LIF weder mit nucleärer Translokation von STAT3 noch mit
der Formation von STAT3 nuclear bodies zu reagieren. STAT3 nuclear bodies zeigte etwa
nur ein Drittel aller Zellen. Da stets mit Zellen gearbeitet wurde, die während des Kultivierens
nicht synchronisiert worden waren, liegen die Zellen in unterschiedlichen Phasen des
Zellzyklus vor. Es ist daher vorstellbar, dass diese Beobachtung darauf zurückzuführen ist,
dass die Struktur des Chromatins, die sich mit dem Zellzyklus ändert, auf die Verteilung von
Transkriptionsfaktoren Einfluß nimmt. Am Beispiel der SFCs konnte der Einfluß des
Zellzyklus auf die Formation von nuclear speckles gezeigt werden (Abb. 25). Die für SFCs
typischen speckles in der Interphase sind während der mitotischen Phasen aufgelöst.
Abb. 25: Gestalt der SFCs während des Zellzyklus. Die Verteilung der SFCs, hier am Beispiel von EGFP-
SF2/ASF, ändert sich im Verlauf des Zellzyklus. Die für SFCs typischen speckles der Interphase treten während
der Mitose nicht auf [38].
Der SFC-konstituierende Speissfaktor SF2/ASF erscheint zunächst diffus im Zellkern, in der
frühen Telophase auch im Cytoplasma. Während der mittleren Telophase bis in die frühe G1-
Phase akkumuliert SF2/ASF in den Tochternuclei in nucleären Domänen und bildet
anschließend wieder nuclear speckles aus. Die an diesem Beispiel der SFCs veranschaulichte
Änderung der Morphologie und subzellulären Verteilung in Abhängigkeit vom Zellzyklus
dürfte generell auch für Transkriptionsfaktoren und speziell für STAT3 gültig sein. Denn es
frühe G1-Phase
frühe Telophase
EGFP-SF2/ASF
Anaphase
Metaphase
Prophase
Interphase
mittlere Telophase
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ist naheliegend, dass die Strukturänderung des Chromatins während des Zellzyklus die
Lokalisierung von aktiven Transkriptionsfaktoren beeinflußt. Demnach dürfte die Formation
von STAT3 nuclear bodies nur während bestimmter Phasen des Zellzyklus auftreten.
Überdies ist es fraglich, ob die Stimulation der Zellen mit verschiedenen IL-6-Typ Zytokinen
zur Ausbildung von STAT3 nuclear bodies während der gleichen Phase des Zellzyklus führt.
Wie bereits gezeigt, führt neben der Stimulation mit IL-6, das ausschließlich über gp130
signalisiert, auch die Stimulation mit OSM oder LIF zur Formation von STAT3 nuclear
bodies. Fukada et al. konnten zeigen, dass die gp130-mediierte Aktivierung von STAT3 eine
wichtige Rolle für die G1/S-Transition spielt, indem die Cycline D2 und D3 induziert werden
[64]. Die Zytokine OSM und LIF signalisieren hingegen über die Rezeptorkomplexe
OSMR/gp130 bzw. LIFR/gp130. Sowohl der OSM-Rezeptor als auch der LIF-Rezeptor
besitzt STAT3 aktivierende Motive. Im Kontext der OSM-Signaltransduktion führt die
Aktivierung von STAT3 zur Repression der Expression von Cyclin D2 [65]. Es ist daher
vorstellbar, dass die Stimulation mit IL-6 präferentiell während der G1/S-Transition zur
Ausbildung von STAT3 nuclear bodies führt, wohingegen die Stimulation mit OSM oder LIF
auch während anderer Phasen des Zellzyklus zur Formation von STAT3 nuclear bodies
führen könnte.
4.2. STAT3 nuclear bodies: Modell von Aufbau und self-organization
Der Aufbau und die Organisation subnucleärer Kompartimente rückt im Rahmen der
Zellbiologie zusehends in den Mittelpunkt des Interesses. Es ist größtenteils ungeklärt, welche
Umstände und Faktoren die Gestalt, Anzahl und Ort des Auftretens subnucleärer
Kompartimente bestimmen.
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b. 26: Modell von Self-assembly und Self-organization. Self-assembly bedeutet die Formation einzelner
mponenten zu einer stabilen und statischen Struktur, die ein thermodynamisches Gleichgewicht erreicht. In
 Self-organization wird eine komplexe Struktur ausgebildet, deren einzelne Komponenten dynamisch sind
 in kontinuierlichem Austausch mit der Umgebeung stehen [66].
Self-assembly Self-organization
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Grundsätzlich existieren zwei Modelle, mit denen die Entstehung supramolekularer
Strukturen erklärt wird: self-assembly und self-organization. Unter self-assembly ist die
Entstehung einer stabilen und statischen Struktur zu verstehen, die ein thermodynamisches
Gleichgewicht mit der Umgebung erreicht. Im Gegensatz dazu wird im Rahmen der self-
organization eine komplexe supramolekulare Struktur ausgebildet, deren einzelne
Komponenten in kontinuierlichem Austausch mit dem umgebenden löslichen Milieu stehen
(Abb. 26) [66, 67].
Hier durchgeführte Untersuchungen stellten sowohl die allgemeinen Eigenschaften von
STAT3 nuclear bodies als auch die dynamischen Eigenschaften von STAT3 in nuclear bodies
in den Vordergrund. Die mikroskopischen Aufnahmen zeigen, dass STAT3 nuclear bodies
einen Durchmesser von 0,2-1 µm haben. In den Nuclei stimulierter Zellen konnten zwischen
10 und 70 STAT3 nuclear bodies gezählt werden. Mittels einer FRAP-Analyse wurde
untersucht, ob STAT3 in nuclear bodies mit dem umgebenden Nucleoplasma im
Gleichgewicht steht. Dabei zeigte sich, dass in nuclear bodies geblichenes STAT3-YFP durch
ungeblichenes STAT3-YFP ersetzt wird. Der rapide Austausch von STAT3 Molekülen zeigt,
dass diese punktförmigen Strukturen durch self-organization [66] entstehen und aufrecht
erhalten werden.
Die Halblebenszeiten t1/2 des Fluoreszenz recovery kann bei Proteinen, die sehr schnell
diffundieren, nicht mittels konventioneller konfokaler Mikroskopie bestimmt werden. Die bei
der quantitativen FRAP-Analyse ermittelten recovery-Graphen lassen lediglich eine
Schätzung von t1/2 zu. Dabei bewegt sich t1/2 für YFP, nucleäres STAT3-YFP in
unstimulierten Zellen sowie für STAT3-YFP in nuclear bodies im Rahmen von 0,1-0,2
Sekunden. Das bedeutet, dass die mobile Fraktion von STAT3-YFP in nuclear bodies
genauso beweglich ist wie frei diffundierendes YFP. Daneben existiert eine immobile
Fraktion von STAT3-YFP in nuclear bodies, die in ihrer Beweglichkeit stark eingeschränkt
ist. Die immobile STAT3-Subpopulation ist wahrscheinlich an einen Interaktionspartner
gebunden, der die Mobilität von STAT3 limitiert. Als Interaktionspartner kommen die DNS
und Komponenten der nucleären Matrix in Frage.
Die FRAP- und FLIP-Experimente wurden mit HepG2-Zellen durchgeführt, in denen STAT3-
YFP überprimiert wurde. Möglicherweise ist überschüssig exprimiertes STAT3-YFP nach der
Stimulation weiterhin mobil. Sofern STAT3 in nuclear bodies tatsächlich mit einem
Bindungspartner interagiert, dürfte die Anzahl der Bindungsstellen begrenzt und damit die
Anzahl der STAT3 nuclear bodies limitiert sein. Überschüssig exprimiertes STAT3-YFP
transloziert zwar nach der Stimulation in den Nucleus, fände aber keinen freien
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Bindungspartner. Es ist daher sinnvoll, die FRAP- und FLIP-Experimente auch mit der von
uns etablierten Zelllinie Hek293-STAT3-YFP durchzuführen. Das Transgen STAT3-YFP ist
in diesen Zellen induzierbar, was es ermöglicht mit einer STAT3-YFP-Konzentration arbeiten
zu können, die der Expression des endogenen STAT3 entspricht. Auf diese Weise könnte
geklärt werden, ob STAT3 nach der Stimulation vollständig immobil und an seinen nucleären
Interaktionspartner gebunden ist. Frei diffundierendes STAT3-YFP wäre in einem solchen
Fall nicht mehr nachweisbar.
4.3. Interpretation der räumlichen Beziehung von STAT3 nuclear bodies zu SFC,
PML bodies und Orten erhöhter Transkription
Kolokalisationsstudien dienten zunächst dazu, die STAT3 nuclear bodies mit bekannten
subnucleären Strukturen zu vergleichen. In die engere Auswahl kamen sowohl splicing factor
compartments (SFCs), aufgrund der Vorstellung, dass transkriptionelle Vorgänge und das
Spleissen von prä-mRNS räumlich miteinander verknüpft sein könnten, als auch PML bodies,
die den STAT3 nuclear bodies an Gestalt sehr ähnlich sind. Dabei zeigte sich, dass STAT3
nuclear bodies von SFCs und PML bodies verschieden sind.
STAT3 nuclear bodies erscheinen häufig an der Peripherie von SFCs. Frühere Studien weisen
darauf hin, dass Orte aktiver Gentranskription ebenfalls an der Peripherie von SFCs lokalisiert
sind [68, 69]. Daher könnten STAT3 nuclear bodies in aktive Gentranskription involviert
sein. Weiterführende Kolokalisationsstudien mit STAT3 und Faktoren, die transkriptionell
aktives Chromatin markieren, zeigten, dass STAT3 nuclear bodies mit CBP und den
acetylierten Histonen H3 und H4 kolokalisiert vorliegen. Darüber hinaus treten STAT3
nuclear bodies in Regionen auf, die erhöhte Konzentrationen neu synthetisierter prä-mRNS
beherbergen. STAT3 nuclear bodies akkumulieren offenbar in subnucleären Regionen, in
denen vermehrt aktive Gentranskription auftritt. Nichtsdestotrotz blockiert Actinomycin D
nicht die Bildung von STAT3 nuclear bodies. Das bedeutet, dass die aktive Transkription
nicht eine unverzichtbare Bedingung für die Formation von STAT3 nuclear bodies darstellt.
Von ihrer Morphologie sind PML bodies den STAT3 nuclear bodies recht ähnlich und
mittlerweile gut charakerisiert [70]. Transkriptionsfaktoren, die in PML bodies residieren,
sind zumeist durch Sumoylierung modifiziert und transkriptionell inaktiv [70]. In diesem
Zusammenhang ist es interessant, dass PIAS3, das mit STAT3 interagiert, eine SUMO-
Ligase-Aktivität aufweist [48]. Es ist vorstellbar, dass PIAS3 seine inhibitorische Wirkung
auf STAT3 durch Sumoylierung ausübt. Sumoyliertes STAT3 könnte dann, wie andere
Transkriptionsfaktoren auch, in PML bodies akkumulieren. Eine Kolokalisationsstudie, die
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STAT3 und PML einbezog, zeigte jedoch, dass STAT3 nuclear bodies und PML bodies nicht
kolokalisiert sind, sondern verschiedene subnucleäre Strukturen darstellen. Eine
Sumoylierung von STAT3 konnte nicht nachgewiesen werden. Es gibt daher keinen Hinweis
darauf, dass STAT3 durch Sumoylierung transkriptionell inaktiviert und in PML bodies
dirigiert wird. Diese Beobachtungen stützen die bisherigen Befunde, die STAT3 nuclear
bodies mit aktiver Transkription in Zusammenhang bringen.
4.4. Mögliche Funktionen von STAT3 nuclear bodies
Den subnucleären Strukturen, die als nucleäre Domänen oder nuclear bodies detektierbar
sind, kann in nur wenigen Fällen eine Funktion zugeordnet werden. SFCs beispielsweise
dienen als Reservoire für Spleissfaktoren. Die Spleissfaktoren werden aus den SFCs rekrutiert
und kehren nach Inaktivierung wieder zurück [25].
PML bodies hingegen scheinen bevorzugter Zielort sumoylierter Proteine zu sein [70].
Abb. 27: Mögliche Funktionen von STAT3 nuclear bodies. A: Aktiviertes STAT3 akkumuliert in nuclear
bodies an Orten aktiver Transkription. B: Aktiviertes STAT3 wird aus nuclear bodies rekrutiert, um dann an
DNS zu binden. STAT3 nuclear bodies dienen demnach als Reservoire. (Darstellung: blau –
Chromosomenhomologe, dunkelgrün – SFC, hellgrün – STAT3, rot/gelb – Genloci)
A
Aktiviertes STAT3 akkumuliert in
nuclear bodies an Orten aktiver
Transkription.
B
Aktiviertes STAT3 wird aus
nuclear bodies rekrutiert, um
dann an DNS zu binden. STAT3
nuclear bodies könnten demnach
als Reservoire dienen.
STAT3 nuclear body
aktiv transkribierter Genlocus
SFC
chromosomales Territorium
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Sowohl der Androgen Rezeptor als auch der Glukokortikoid Rezeptor werden sumoyliert und
dadurch transkriptionell reprimiert [71, 72]. Das legt die Vermutung nahe, dass PML bodies
die Funktion transkriptioneller Repression haben.
STAT3 nuclear bodies sind weder mit SFCs noch mit PML bodies kolokalisiert, sondern
stellen autonome subnucleäre Kompartimente dar. Aufgrund der hier gezeigten Befunde
kommen für STAT3 nuclear bodies zwei mögliche Funktionen in Frage. Erstens: Aktiviertes
STAT3 transloziert in den Zellkern und akkumuliert in nuclear bodies an Orten aktiver
Gentranskription (Abb. 27A). Dabei tritt STAT3 mit anderen Transkriptionsfaktoren und
Kofaktoren in nucleären Domänen zusammen. Es ist daher denkbar, dass STAT3 nuclear
bodies die komplette STAT3 Transkriptionsmaschinerie beherbergen. In diesem Falle müßte
STAT3 in nuclear bodies an die DNS gebunden sein. Zweitens: STAT3 nuclear bodies
stellen Reservoire dar, in denen transkriptionelle Aktivatoren und Kofaktoren
zusammentreten. STAT3 würde aus diesen Reservoiren rekrutiert, um dann an DNS zu
binden (Abb. 27B). Die Erwägung dieser möglichen Funktion beruht auf der Vorstellung, die
auch für SFCs gültig ist [25].
4.5. Mögliche Rolle der STAT3-Transaktivierungsdomäne bei der Formation von
STAT3 nuclear bodies
Die Transaktivierungsdomäne (TAD) von STAT3 übernimmt bei der Induktion von
Zielgenen eine zentrale Rolle. STAT3β, dem die TAD einschließlich des Serins 727 fehlt,
bindet zwar an den Promotorbereich des Zielgens, induziert es aber nicht. Darüber hinaus
wirkt es dominant-negativ auf STAT3α, indem es das Transaktivierungspotential von
STAT3α inhibiert [19].
Aufgrund der Vergesellschaftung und Kolokalisation von STAT3 nuclear bodies mit
Proteinen oder Molekülen, die Orte aktiver Transkription markieren, wurden
Lokalisierungsstudien mit einem STAT3-Fusionsprotein durchgeführt, das C-terminal um die
Transaktivierungsdomäne verkürzt ist. Dieses neue Fusionsprotein – von uns STAT3-
∆TAD709-YFP benannt - umfaßt die ersten 709 Aminosäuren von STAT3; die Aminosäuren
710-770 sind deletiert.
Die funktionelle Charakterisierung ergab, dass STAT3-∆TAD709-YFP nach Stimulation mit
IL-6 an Tyrosin 705 phosphoryliert wird. Bei der Induktion eines STAT3-responsiven
Reportergens wirkt STAT3-∆TAD709-YFP dominant-negativ. Diese Befunde stimmen mit den
Beobachtungen von Caldenhoven et al. [19] überein.
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In HepG2-Zellen liegt überexprimiertes STAT3-∆TAD709-YFP vor der Stimulation diffus
verteilt über die gesamte Zelle vor. Die Stimulation mit IL-6 führte zunächst zu einer
nucleären Translokation des Konstruktes. Die Ausbildung von nuclear bodies durch STAT3-
∆TAD709-YFP konnte jedoch nicht nachgewiesen werden. Koexprimiertes STAT3-CFP, das
die TAD besitzt, war vor der Stimulation ebenfalls diffus über die Zelle verteilt. Nach der
Stimulation wurde STAT3-CFP in Gegenwart von STAT3-∆TAD709-YFP nicht in nuclear
bodies vorgefunden. Aufgrund der Befunde von Caldenhoven et al. läßt sich schließen, dass
STAT3-∆TAD709-YFP die Formation von nuclear bodies des Fusionsproteins STAT3-CFP
unterdrückt.
Um ausschließen zu können, dass endogenes STAT3 mit der Lokalisierung von STAT3-
∆TAD709-YFP interferiert, indem endogenes STAT3 und STAT3-∆TAD709-YFP nach der
Stimulation Heterodimere ausbilden und so die nucleäre Transokation ermöglicht wird,
wurden die Lokalisierungsstudien in STAT3-defizienten MEF∆/∆-Zellen wiederholt. In
MEF∆/∆-Zellen zeigte sich überexprimiertes STAT3-∆TAD709-YFP diffus über die Zelle
verteilt, wobei das fluoreszierende Signal im Zellkern etwas schwächer war als im
Cytoplasma. Nach der Stimulation mit IL-6 und dem löslichen IL-6Rα ließ sich STAT3-
∆TAD709-YFP in Cytoplasma und angereichert im Nucleus detektieren. Wiederum waren
keine STAT3-∆TAD709-YFP enthaltenden nuclear bodies zu beobachten. Diese Befunde
deuten darauf hin, dass die Transaktivierungsdomäne eine vermittelnde Funktion bei der
Ausbildung von STAT3 nuclear bodies übernehmen könnte. Noch unklar ist hingegen, ob
STAT3-∆TAD709-YFP an DNS bindet, wie es für STAT3β berichtet worden ist.
In einer früheren Studie wurde das Verhalten der Konstrukte STAT3-∆715, STAT3-∆713 und
STAT3-∆711 sowie STAT3β untersucht [73]. STAT3β und STAT3-∆715 werden
tyrosinphosphoryliert und binden an DNS. Für die weiter verkürzten Konstrukte STAT3-∆713
und STAT-∆711 konnte lediglich die Tyrosinphosphorylierung nachgewiesen werden. Weder
STAT3-∆713 noch STAT3-∆711 zeigten DNS-Bindungsaktivität. Aufgrund dieser Befunde
liegt die Vermutung nahe, dass STAT3-∆TAD709-YFP ebenfalls nicht mehr an die DNS
bindet. STAT3-∆TAD709-YFP dürfte deshalb nach der Stimulation zwei unterschiedliche
Effekte zeigen. Zum einen bildet es Homo- als auch Heterodimere mit STAT3α aus. Auf
diese Weise ist der dominant-negative Effekt von STAT3-∆TAD709-YFP im Reportergen-
Assay zu erklären. Zum anderen unterdrückt STAT3-∆TAD709-YFP die Ausbildung von
STAT3 nuclear bodies, indem es STAT3α in Heterodimeren zurückhält und außerdem
aufgrund der fehlenden DNS-Bindungsaktivität selbst keine nuclear bodies ausbildet. Weder
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STAT3-∆TAD709-YFP-Homodimere noch Heterodimere mit STAT3α führten demnach zur
Formation von nuclear bodies. Die intakte DNS-Bindungsaktivität von STAT3 wäre damit
eine unverzichtbare Bedingung für die Bildung von STAT3 nuclear bodies. Der Verlust der
DNS-Bindungsaktivität bei C-terminal verkürzten STAT3-Konstrukten, insbesondere im
Bereich der Aminosäuren 709 bis 715, ist unklar und sollte näher untersucht werden.
4.6. Perspektiven
Weiterführende Untersuchungen sind für das vollständige Verständnis von Entstehung und
Funktion der STAT3 nuclear bodies unerlässlich. Dabei scheinen vor allem zwei Aspekte von
Bedeutung zu sein. Zum einen deuten erste Befunde darauf hin, dass die C-terminal gelegene
Transaktivierungsdomäne von STAT3 mit der Formation von nuclear bodies in Verbindung
steht. Zum anderen gibt es Grund zu der Annahme, dass der Zellzyklus bzw. die Struktur des
Chromatins generell die Ausbildung subnucleärer Kompartimente und speziell die Bildung
von STAT3 nuclear bodies beeinflußt.
Die genaue Funktion der Transkaktivierungsdomäne bei der Formation von STAT3 nuclear
bodies ist nicht klar und muß daher näher studiert werden. In diesem Zusammenhang wäre die
Untersuchung der Fusionsproteine STAT3-∆TAD715-YFP, STAT3β-YFP sowie STAT3
S727A-YFP sinnvoll. Dabei dürfte zu erwarten sein, dass die Formation von STAT3 nuclear
bodies dann zu beobachten ist, wenn die C-terminalen Verkürzungen von STAT3 nicht zur
Beeinträchtigung der STAT3-DNS-Bindung führt. Weiterhin sollte ein STAT3-YFP-
Fusionsprotein einbezogen werden, das in der DNS-Bindungsdomäne mutiert ist und daher
nicht mehr an DNS bindet. Mit diesem experimentellen Ansatz könnte geklärt werden,
welcher Teil von STAT3 dafür verantwortlich ist, dass aktiviertes STAT3 in nuclear bodies
dirigiert wird.
Es gibt Grund zu der Annahme, dass der Zellzyklus bzw. die Struktur des Chromatins die
Ausbildung von STAT3 nuclear bodies beeinflußt. Diese Vermutung legen Beobachtungen
nahe, die bei SFCs, der OPT-Domäne und TEL bodies gemacht wurden, deren Formation und
Gestalt offenbar von der Chromatinstruktur abhängt. Für diese Studie kann das Fusionsprotein
H2B-YFP eingesetzt werden, bei dem das yellow fluorescent protein an das core-Histon 2B
fusioniert wurde. Das hat den Vorteil, dass die Zellzyklus-Phase durch die Struktur des
Chromatins visuell bestimmt werden kann. Zunächst wäre es sinnvoll, H2B-YFP stabil in
Zellen zu exprimieren. Das Verhalten von koexprimiertem STAT3-CFP kann in Abhängigkeit
von der Chromatinstruktur so gut untersucht werden. Darüber hinaus stellt sich die Frage, ob
die Stimulation mit anderen IL-6-Typ Zytokinen, wie OSM oder LIF, zur Bildung von
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STAT3 nuclear bodies während derselben oder während unterschiedlicher Zellzyklus-Phasen
führt.
Von größtem Interesse ist die Frage, ob die Formation von nuclear bodies auch für andere
STAT-Proteine Gültigkeit hat. Allgemein anerkannt ist die Auffassung, dass STAT3 und
STAT1 Heterodimere nach Stimulation an die DNS binden. STAT1 sollte daher ebenfalls in
nuclear bodies detektierbar sein. Außerdem interagiert STAT1 mit STAT2, das abhängig von
der Stimulation ebenfalls in nuclear bodies beobachtet werden konnte (Mario Köster,
unveröffentlichte Daten). STAT2 besitzt keine DNS-Bindungsdomäne; die DNS-Bindung von
STAT2 wird von IRF9 (p48) vermittelt. Nach Stimulation interagiert STAT2 mit p48 und
beide binden im Komplex mit STAT1 an DNS-Zielsequenzen [74].
Für eine vergleichende Untersuchung des Verhaltens von STAT-Proteinen bezüglich der
Bildung von nuclear bodies sollten neben STAT1 auch STAT2 und STAT5 einbezogen
werden. Aufgrund des onkogenen Potentials sind die STATs 1, 3 und 5 in höchstem Maße
relevant für eine vergleichende Untersuchung.
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5 Zusammenfassung
Der Transkriptionsfaktor STAT3 ist in eine Vielzahl biologischer Funktionen involviert. Er ist
von zentraler Bedeutung bei der Signaltransduktion von IL-6-Typ-Zytokinen. Nach der
Stimulation von Zellen mit IL-6 wird STAT3 vom aktivierten Rezeptor rekrutiert und
phosphoryliert, dissoziiert vom Rezeptor, dimerisiert, transloziert in den Zellkern und bindet
an enhancer-Sequenzen von Zielgenen.
? Im Rahmen dieser Arbeit wurde die subnucleäre Lokalisation des Transkriptionsfaktors
STAT3 mittels konfokaler Laserscanning Mikroskopie untersucht. Dabei trat aktiviertes
und in den Zellkern transloziertes STAT3 in kleinen punktförmigen Strukturen auf, die als
STAT3 nuclear bodies bezeichnet wurden.
? Mit Hilfe des Fusionsproteins STAT3-YFP konnte die nucleäre Translokation nach
Stimulation in lebenden Zellen visualisiert werden. Die Ausbildung von STAT3 nuclear
bodies trat nach der Stimulation transient auf und korrelierte mit der Kinetik der STAT3-
Tyrosinphosphorylierung. Mittels indirekter Immunfluoreszenz wurde gezeigt, dass
STAT3 in nuclear bodies sowohl an Tyrosin 705 als auch an Serin 727 phosphoryliert und
damit voll aktiviert ist. 
? Der Einsatz von FRAP- und FLIP-Techniken ermöglichte die Untersuchung der Mobilität
des Fusionsproteins STAT3-YFP in nuclear bodies. Auf diese Weise konnte zunächst
gezeigt werden, dass irreversibel geblichenes STAT3-YFP in nuclear bodies durch
ungeblichenes STAT3-YFP ersetzt wird. Darüber hinaus ergab eine quantitative FRAP-
Studie, dass STAT3 in nuclear bodies sowohl eine mobile als auch eine immobile
Fraktion ausbildet. Das bedeutet, dass es einerseits zwischen STAT3 nuclear bodies und
dem umgebenden Nucleoplasma einen Austausch von STAT3-Molekülen gibt,
andererseits ist immobiles STAT3 in nuclear bodies offenbar an einen Interaktionspartner
gebunden. Nucleäres STAT3, das nach der Stimulation nicht in nuclear bodies auftrat,
diffundierte frei.
? Anhand von Kolokalisationsstudien wurden die von STAT3 ausgebildeten nuclear bodies
im Rahmen der nucleären Architektur untersucht. Dabei konnte gezeigt werden, dass
STAT3 nuclear bodies weder mit dem Spleißfaktorenkompartiment (SFC, „speckles“)
noch mit PML-bodies kolokalisiert sind, sondern ein eigenes subnucleäres Kompartiment
ausmachen. Demgegenüber konnten STAT3 nuclear bodies mit Proteinen kolokalisiert
nachgewiesen werden, die Orte aktiver Transkription markieren (acetylierte Histone,
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Histon-Acetyl-Transferasen). STAT3 nuclear bodies und neu synthetisierte prä-mRNS
traten räumlich vergesellschaftet auf.
? In weiterführenden Untersuchungen wurde ein Konstrukt einbezogen, bei dem die C-
terminal gelegene Transaktivierungsdomäne (TAD) von STAT3 deletiert wurde (STAT3-
∆TAD709-YFP). Dieses Konstrukt zeigte nach der Stimulation grundsätzlich eine
abgeschwächte nucleäre Translokation. STAT3-∆TAD709-YFP konnte nie in nuclear
bodies nachgewiesen werden und unterdrückte darüber hinaus die nuclear body-
Formation von STAT3-Wildtyp in dominant-negativer Weise. Diese Befunde deuten
darauf hin, dass der C-Terminus von STAT3 eine vermittelnde Funktion bei der
Ausbildung von STAT3 nuclear bodies übernehmen könnte.
? Für die Funktion von STAT3 nuclear bodies lassen sich zwei Modelvorstellungen
entwerfen. Zum einen könnten STAT3 nuclear bodies direkt in aktive Gentranskription
involviert sein. Demnach wäre STAT3 in nuclear bodies an DNS gebunden und mit
transkriptionellen Kofaktoren vergesellschaftet, wobei ein gewisser Anteil der STAT3-
Moleküle kontinuierlich und sehr schnell ausgetauscht werden kann. Zum anderen
könnten STAT3 nuclear bodies Reservoire für aktiviertes STAT3 darstellen. Es ist
vorstellbar, dass aktiviertes STAT3 aus diesen Reservoiren rekrutiert würde, um an
enhancer-Sequenzen von Zielgenen zu binden.
Literaturverzeichnis
71
6 Literaturverzeichnis
1. Levy, D.E. and J.E. Darnell, Jr., Stats: transcriptional control and biological impact. Nat Rev
Mol Cell Biol, 2002. 3(9): p. 651-62.
2. Pflanz, S., et al., IL-27, a heterodimeric cytokine composed of EBI3 and p28 protein, induces
proliferation of naive CD4(+) T cells. Immunity, 2002. 16(6): p. 779-90.
3. Benekli, M., et al., Signal transducer and activator of transcription proteins in leukemias.
Blood, 2003. 101(8): p. 2940-54.
4. Decker, T. and P. Kovarik, Serine phosphorylation of STATs. Oncogene, 2000. 19(21): p.
2628-37.
5. Mowen, K.A., et al., Arginine methylation of STAT1 modulates IFNalpha/beta-induced
transcription. Cell, 2001. 104(5): p. 731-41.
6. Shankaranarayanan, P., et al., Acetylation by histone acetyltransferase CREB-binding
protein/p300 of STAT6 is required for transcriptional activation of the 15-lipoxygenase-1 gene.
J Biol Chem, 2001. 276(46): p. 42753-60.
7. Buettner, R., L.B. Mora, and R. Jove, Activated STAT signaling in human tumors provides
novel molecular targets for therapeutic intervention. Clin Cancer Res, 2002. 8(4): p. 945-54.
8. Wegenka, U.M., et al., Acute-phase response factor, a nuclear factor binding to acute-phase
response elements, is rapidly activated by interleukin-6 at the posttranslational level. Mol Cell
Biol, 1993. 13(1): p. 276-88.
9. Hokuto, I., et al., Stat-3 is required for pulmonary homeostasis during hyperoxia. J Clin Invest,
2004. 113(1): p. 28-37.
10. Costa-Pereira, A.P., et al., Mutational switch of an IL-6 response to an interferon-gamma-like
response. Proc Natl Acad Sci U S A, 2002. 99(12): p. 8043-7.
11. Cui, Y., et al., Essential role of STAT3 in body weight and glucose homeostasis. Mol Cell Biol,
2004. 24(1): p. 258-69.
12. Takeda, K. and S. Akira, STAT family of transcription factors in cytokine-mediated biological
responses. Cytokine Growth Factor Rev, 2000. 11(3): p. 199-207.
13. Turkson, J. and R. Jove, STAT proteins: novel molecular targets for cancer drug discovery.
Oncogene, 2000. 19(56): p. 6613-26.
14. Heinrich, P.C., et al., Principles of interleukin (IL)-6-type cytokine signalling and its regulation.
Biochem J, 2003. 374(Pt 1): p. 1-20.
15. Becker, S., B. Groner, and C.W. Muller, Three-dimensional structure of the Stat3beta
homodimer bound to DNA. Nature, 1998. 394(6689): p. 145-51.
16. Xu, X., Y.L. Sun, and T. Hoey, Cooperative DNA binding and sequence-selective recognition
conferred by the STAT amino-terminal domain. Science, 1996. 273(5276): p. 794-7.
17. Zhang, T., et al., Interdomain interaction of Stat3 regulates its Src homology 2 domain-
mediated receptor binding activity. J Biol Chem, 2002. 277(20): p. 17556-63.
18. Ma, J., et al., A novel sequence in the coiled-coil domain of Stat3 essential for its nuclear
translocation. J Biol Chem, 2003. 278(31): p. 29252-60.
19. Caldenhoven, E., et al., STAT3beta, a splice variant of transcription factor STAT3, is a
dominant negative regulator of transcription. J Biol Chem, 1996. 271(22): p. 13221-7.
20. Chakraborty, A. and D.J. Tweardy, Stat3 and G-CSF-induced myeloid differentiation. Leuk
Lymphoma, 1998. 30(5-6): p. 433-42.
21. Hevehan, D.L., W.M. Miller, and E.T. Papoutsakis, Differential expression and phosphorylation
of distinct STAT3 proteins during granulocytic differentiation. Blood, 2002. 99(5): p. 1627-37.
22. Derouet, D., et al., Neuropoietin, a new IL-6-related cytokine signaling through the ciliary
neurotrophic factor receptor. Proc Natl Acad Sci U S A, 2004. 101(14): p. 4827-32.
23. Wegenka, U.M., et al., The interleukin-6-activated acute-phase response factor is antigenically
and functionally related to members of the signal transducer and activator of transcription
(STAT) family. Mol Cell Biol, 1994. 14(5): p. 3186-96.
24. Spector, D.L., Nuclear domains. J Cell Sci, 2001. 114(Pt 16): p. 2891-3.
25. Dundr, M. and T. Misteli, Functional architecture in the cell nucleus. Biochem J, 2001. 356(Pt
2): p. 297-310.
26. Hendzel, M.J., et al., Compartmentalization of regulatory proteins in the cell nucleus. J Steroid
Biochem Mol Biol, 2001. 76(1-5): p. 9-21.
Literaturverzeichnis
72
27. Leung, A.K., et al., Bioinformatic analysis of the nucleolus. Biochem J, 2003. 376(Pt 3): p.
553-69.
28. Tazawa, H., et al., Regulation of subnuclear localization is associated with a mechanism for
nuclear receptor corepression by RIP140. Mol Cell Biol, 2003. 23(12): p. 4187-98.
29. Mulholland, D.J., et al., The androgen receptor can promote beta-catenin nuclear translocation
independently of adenomatous polyposis coli. J Biol Chem, 2002. 277(20): p. 17933-43.
30. von Mikecz, A., et al., CREB-binding protein (CBP)/p300 and RNA polymerase II colocalize in
transcriptionally active domains in the nucleus. J Cell Biol, 2000. 150(1): p. 265-73.
31. Becker, M., et al., Dynamic behavior of transcription factors on a natural promoter in living
cells. EMBO Rep, 2002. 3(12): p. 1188-94.
32. Wansink, D.G., et al., Fluorescent labeling of nascent RNA reveals transcription by RNA
polymerase II in domains scattered throughout the nucleus. J Cell Biol, 1993. 122(2): p. 283-
93.
33. Grande, M.A., et al., Nuclear distribution of transcription factors in relation to sites of
transcription and RNA polymerase II. J Cell Sci, 1997. 110 ( Pt 15): p. 1781-91.
34. Ikonen, T., J.J. Palvimo, and O.A. Janne, Interaction between the amino- and carboxyl-
terminal regions of the rat androgen receptor modulates transcriptional activity and is
influenced by nuclear receptor coactivators. J Biol Chem, 1997. 272(47): p. 29821-8.
35. Lippincott-Schwartz, J., E. Snapp, and A. Kenworthy, Studying protein dynamics in living cells.
Nat Rev Mol Cell Biol, 2001. 2(6): p. 444-56.
36. Reits, E.A. and J.J. Neefjes, From fixed to FRAP: measuring protein mobility and activity in
living cells. Nat Cell Biol, 2001. 3(6): p. E145-7.
37. Spector, D.L., The dynamics of chromosome organization and gene regulation. Annu Rev
Biochem, 2003. 72: p. 573-608.
38. Lamond, A.I. and D.L. Spector, Nuclear speckles: a model for nuclear organelles. Nat Rev Mol
Cell Biol, 2003. 4(8): p. 605-12.
39. Arcone, R., et al., Single-step purification and structural characterization of human interleukin-
6 produced in Escherichia coli from a T7 RNA polymerase expression vector. Eur J Biochem,
1991. 198(3): p. 541-7.
40. Weiergraber, O., et al., Soluble human interleukin-6 receptor. Expression in insect cells,
purification and characterization. Eur J Biochem, 1995. 234(2): p. 661-9.
41. Wagner, B.J., et al., The SIF binding element confers sis/PDGF inducibility onto the c-fos
promoter. Embo J, 1990. 9(13): p. 4477-84.
42. Hendzel, M.J., M.J. Kruhlak, and D.P. Bazett-Jones, Organization of highly acetylated
chromatin around sites of heterogeneous nuclear RNA accumulation. Mol Biol Cell, 1998.
9(9): p. 2491-507.
43. Behrmann, I., et al., A single STAT recruitment module in a chimeric cytokine receptor
complex is sufficient for STAT activation. J Biol Chem, 1997. 272(8): p. 5269-74.
44. Haan, C., P.C. Heinrich, and I. Behrmann, Structural requirements of the interleukin-6 signal
transducer gp130 for its interaction with Janus kinase 1: the receptor is crucial for kinase
activation. Biochem J, 2002. 361(Pt 1): p. 105-11.
45. Meyer, T., K. Gavenis, and U. Vinkemeier, Cell type-specific and tyrosine phosphorylation-
independent nuclear presence of STAT1 and STAT3. Exp Cell Res, 2002. 272(1): p. 45-55.
46. Boisvert, F.M., et al., The transcription coactivator CBP is a dynamic component of the
promyelocytic leukemia nuclear body. J Cell Biol, 2001. 152(5): p. 1099-106.
47. Chakrabarti, S.R., et al., Posttranslational modification of TEL and TEL/AML1 by SUMO-1 and
cell-cycle-dependent assembly into nuclear bodies. Proc Natl Acad Sci U S A, 2000. 97(24): p.
13281-5.
48. Kotaja, N., et al., PIAS proteins modulate transcription factors by functioning as SUMO-1
ligases. Mol Cell Biol, 2002. 22(14): p. 5222-34.
49. Meyer, T., et al., Constitutive and IFN-gamma-induced nuclear import of STAT1 proceed
through independent pathways. Embo J, 2002. 21(3): p. 344-54.
50. Kumar, A., et al., Defective TNF-alpha-induced apoptosis in STAT1-null cells due to low
constitutive levels of caspases. Science, 1997. 278(5343): p. 1630-2.
51. Chatterjee-Kishore, M., et al., How Stat1 mediates constitutive gene expression: a complex of
unphosphorylated Stat1 and IRF1 supports transcription of the LMP2 gene. Embo J, 2000.
19(15): p. 4111-22.
52. Zeng, R., et al., Stat5B shuttles between cytoplasm and nucleus in a cytokine-dependent and
-independent manner. J Immunol, 2002. 168(9): p. 4567-75.
Literaturverzeichnis
73
53. Pranada, A.L., et al., Real-time analysis of STAT3 nucleocytoplasmic shuttling. J Biol Chem,
2003 [im Druck].
54. Jain, N., et al., Protein kinase C delta associates with and phosphorylates Stat3 in an
interleukin-6-dependent manner. J Biol Chem, 1999. 274(34): p. 24392-400.
55. Uddin, S., et al., The Rac1/p38 mitogen-activated protein kinase pathway is required for
interferon alpha-dependent transcriptional activation but not serine phosphorylation of Stat
proteins. J Biol Chem, 2000. 275(36): p. 27634-40.
56. Lim, C.P. and X. Cao, Regulation of Stat3 activation by MEK kinase 1. J Biol Chem, 2001.
276(24): p. 21004-11.
57. Abe, K., K. Mizuno, and K. Nakajima, No involvement of Erk/MAP kinases in IL-6-induced
proliferation of a B cell hybridoma cell line. Osaka City Med J, 2001. 47(1): p. 63-72.
58. Rajan, P., et al., BMPs signal alternately through a SMAD or FRAP-STAT pathway to regulate
fate choice in CNS stem cells. J Cell Biol, 2003. 161(5): p. 911-21.
59. Nair, J.S., et al., Requirement of Ca2+ and CaMKII for Stat1 Ser-727 phosphorylation in
response to IFN-gamma. Proc Natl Acad Sci U S A, 2002. 99(9): p. 5971-6.
60. Matsuo, R., et al., A new expression cloning strategy for isolation of substrate-specific kinases
by using phosphorylation site-specific antibody. J Immunol Methods, 2001. 247(1-2): p. 141-
51.
61. Pombo, A., et al., Regional and temporal specialization in the nucleus: a transcriptionally-
active nuclear domain rich in PTF, Oct1 and PIKA antigens associates with specific
chromosomes early in the cell cycle. Embo J, 1998. 17(6): p. 1768-78.
62. Wang, I.F., N.M. Reddy, and C.K. Shen, Higher order arrangement of the eukaryotic nuclear
bodies. Proc Natl Acad Sci U S A, 2002. 99(21): p. 13583-8.
63. Chakraborty, S., et al., Interaction of EVI1 with cAMP-responsive element-binding protein-
binding protein (CBP) and p300/CBP-associated factor (P/CAF) results in reversible
acetylation of EVI1 and in co-localization in nuclear speckles. J Biol Chem, 2001. 276(48): p.
44936-43.
64. Fukada, T., et al., STAT3 orchestrates contradictory signals in cytokine-induced G1 to S cell-
cycle transition. Embo J, 1998. 17(22): p. 6670-7.
65. Matsui, T., et al., STAT3 down-regulates the expression of cyclin D during liver development.
J Biol Chem, 2002. 277(39): p. 36167-73.
66. Misteli, T., The concept of self-organization in cellular architecture. J Cell Biol, 2001. 155(2): p.
181-5.
67. Cook, P.R., Predicting three-dimensional genome structure from transcriptional activity. Nat
Genet, 2002. 32(3): p. 347-52.
68. Xing, Y., et al., Nonrandom gene organization: structural arrangements of specific pre-mRNA
transcription and splicing with SC-35 domains. J Cell Biol, 1995. 131(6 Pt 2): p. 1635-47.
69. Zirbel, R.M., et al., Evidence for a nuclear compartment of transcription and splicing located at
chromosome domain boundaries. Chromosome Res, 1993. 1(2): p. 93-106.
70. Zhong, S., P. Salomoni, and P.P. Pandolfi, The transcriptional role of PML and the nuclear
body. Nat Cell Biol, 2000. 2(5): p. E85-90.
71. Tian, S., et al., Small ubiquitin-related modifier-1 (SUMO-1) modification of the glucocorticoid
receptor. Biochem J, 2002. 367(Pt 3): p. 907-11.
72. Nishida, T. and H. Yasuda, PIAS1 and PIASxalpha function as SUMO-E3 ligases toward
androgen receptor and repress androgen receptor-dependent transcription. J Biol Chem,
2002. 277(44): p. 41311-7.
73. Sasse, J., et al., Mutational analysis of acute-phase response factor/Stat3 activation and
dimerization. Mol Cell Biol, 1997. 17(8): p. 4677-86.
74. Ihle, J.N., The Stat family in cytokine signaling. Curr Opin Cell Biol, 2001. 13(2): p. 211-7.
74
Danksagungen
Herrn Prof. Dr. Peter C. Heinrich und Herrn PD Dr. Gerhard Müller-Newen danke ich
herzlich dafür, dass sie diese Arbeit ermöglicht haben, für ihr stetes Interesse am Fortgang der
Experimente und die mir in jeder Hinsicht gewährte Unterstützung.
Herrn PD Dr. Jörg Mey danke ich für die Übernahme des Korreferats.
Herrn PD Dr. Gerhard Müller-Newen danke ich überdies für viele hilfreiche Diskussionen
und für das Korrekturlesen des Manuskriptes.
Besonderer Dank gilt Stefan Pflanz für das Erheben des Fingers, Jochen Schmitz für die
richtige Idee, Claude Haan für die richtige Prise Salz, Serge Haan, Ulrike Sommer und
Simone Radtke für hilfreiche Diskussionen, Hilfestellung und dafür, dass sie immer für mich
da waren.
Ein herzliches Dankeschön gilt Andrea Küster für ihre zuvorkommende Hilfsbereitschaft und
die mich stets in allem unterstützte.
Christa Gerlach danke ich für all die Zellen und Zigaretten.
Meinen Kollegen Albert Pranada und Silke Metz danke ich für ihre Unterstützung. Dem
Labor 13 danke ich für das gewährte Asyl. Der Besatzung des Instituts für Biochemie danke
ich für die gute Arbeitsatmosphäre.
Anne Schröder danke ich für die schönste Zeit in meinem Leben.
Andreas Herrmann
Wallstraße 68
52064 Aachen
Tel.: 0241 – 5150796 (p)
0241 – 8088836 (d)
E-Mail: aherrmann@ukaachen.de
Curriculum vitae
Persönliche Daten Familienname: Herrmann
Vorname: Andreas
geboren: 08.09.1970
Geburtsort: Rotenburg (Wümme)
Konfession: evangelisch-lutherisch
Familienstand: ledig
Schulbildung 1977 – 1981 Grundschule in Scheeßel
1981 – 1990 Eichenschule Scheeßel
(Gymnasium in freier
Trägerschaft; Abschluß: Abitur)
Grundwehrdienst 1990 – 1991 Leistung des
Grundwehrdienstes
Akademische Ausbildung 1991 – 1996 Studium an der Georg-
August-Universität in
Göttingen
Fächer: Biologie
Germanistik
Pädagogik
Psychologie
(Abschluß: 1. Staatsexamen für das
gymnasiale Lehramt)   
Referendariat 1997 – 1999 Besuch des Studien-
seminars für Referendare
in Aachen und Ausbildung
am Inda-Gymnasium in
Kornelimünster (Aachen)
(Abschluß: 2. Staatsexamen für das
gymnasiale Lehramt)   
Wissenschaftliche Fortbildung 1999 – 2000 Praktikum am Institut für
Biochemie in Aachen
Promotion 2000 Beginn der Promotions-
arbeit
(Themengebiet: Translokation des
Transkriptionsfaktors STAT3)
Andreas Herrmann
